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Résumé

Mort cellulaire initiée par l’oxygène singulet : mise en évidence d’effets à longue
portée

L’oxygène singulet (1O2), premier état électronique excité du dioxygène, est l’agent cyto-
toxique majeur en photo-thérapie dynamique. Nous avons utilisé l’activation optique directe du
dioxygène pour faire un lien quantitatif entre taux de production d’1O2 et mort cellulaire.

Dans des sphéroïdes tumoraux, qui reproduisent in vitro la géométrie des tumeurs, nous
mettons en évidence de la mort cellulaire à longue portée qui ne peut être expliquée par l’action
directe de 1O2. Cette mort est due à de l’1O2 produit au sein des sphéroïdes mais à l’extérieur
des cellules. Nous avons mis en place une expérience qui nous permets de contrôler spatialement
la production de 1O2 à l’extérieur des cellules. La mort cellulaire observée à longue portée dans
ces expériences implique la présence d’espèces réactives de l’oxygène secondaires.

Enfin, certaines modalités de mort sont privilégiées du point de vue thérapeutique pour,
entre autres, limiter la réponse inflammatoire. Nous avons mis en place une expérience in vitro
qui nous permet d’observer différentes modalités de mort en fonction du taux de production de
1O2 et du temps d’exposition.

Mots clés : oxygène singulet, espèces réactives de l’oxygène, stress oxydant, sphéroïdes
tumoraux, mort cellulaire, microscopie optique de cellules vivantes.

Abstract

Cell death initiated by singlet oxygen: highlighting long-range effects

Singlet oxygen (1O2) is the first excited state of molecular oxygen. It is the major cytotoxic
agent in photo-dynamic therapy. We use direct optical excitation of oxygen to quantitatively
estimate 1O2 production rate in cells and to study its cytotoxic effects.

In multicellular tumor spheroids, which mimic tumor geometry in vitro, we highlight long-
range cell death that cannot be explained by singlet oxygen alone. This death is caused by
1O2 generated within spheroids but outside of the cells. We set up an experiment enabling
spatial control of extra-cellular 1O2 production. The measured long-range cell death in these
experiments implies the presence of secondary reactive oxygen species.

Lastly, some cell death modalities are preferred from a treatment perspective, in order, for
example, to limit inflammatory response. We set up an experiment that enabled us to observe
different cell death modalities according to 1O2 production rates and exposure times.

Key words: singlet oxygen, reactive oxygen species, oxidative stress, tumor spheroids, cell
death, optical microscopy of living cells.
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Introduction

J’ai effectué ma thèse dans le laboratoire de Physique des Lasers, Atomes et Molécules
(PhLAM) de l’Université de Lille, qui regroupe des chercheurs travaillant sur les interactions
lumière-matière. L’équipe Dynamique des Systèmes Complexes (DySCO) du PhLAM rassemble
plusieurs groupes autour de thématiques associées à l’étude de systèmes optiques et/ou biolo-
giques. J’ai rejoint en octobre 2014 le groupe "Dynamique du stress en cellules vivantes", qui
s’intéresse depuis 2006 à la réponse biologique de cellules humaines à des stress oxydants et
thermiques. Notre groupe est composé de physiciens et de biologistes qui mettent en commun
leurs expertises afin de répondre à des questions à l’interface de l’optique, de la modélisation
des systèmes biologiques, de la biologie des cellules, et de la chimie. Cette interdisciplinarité et
la diversité d’approches fait à la fois la complexité et la richesse des projets du groupe, et m’a
motivée à les rejoindre, suite à un diplôme d’ingénieur physicien spécialisé en applications à la
santé.

L’oxygène singulet (1O2), premier état excité du dioxygène, est l’agent cytotoxique majeur
en Photo-Thérapie Dynamique (PDT), une technique utilisée, entre autres, pour détruire des
tumeurs. La PDT est un traitement qui repose sur l’utilisation combinée de substances photo-
sensibles (photo-agents) et d’une irradiation lumineuse en présence de dioxygène. Les photo-
agents irradiés génèrent dans les cellules de l’oxygène singulet et d’autres espèces réactives de
l’oxygène qui peuvent provoquer la mort des cellules. L’oxygène singulet peut également être
généré par photo-activation directe du dioxygène, sans l’intermédiaire de photo-agents. Contrai-
rement à la PDT, la production d’1O2 par photo-activation directe du dioxygène n’a été que très
peu testée dans des conditions cliniques. Elle présente néanmoins des avantages intéressants.
Par rapport à la production de 1O2 par l’intermédiaire de photo-agents, la photo-activation
directe du dioxygène permet notamment d’estimer plus facilement le taux de production d’1O2.

Dans notre groupe, l’oxygène singulet est généré par photo-activation directe du dioxygène
à 1270 nm. Deux thèses, celle de François Anquez soutenue en 2010, et celle d’Aude Sivéry en
2014, ont caractérisé la génération d’1O2 par excitation optique directe ainsi que la possibilité de
pouvoir induire ainsi de la mort cellulaire. Au cours des quatre dernières années, j’ai poursuivi
les travaux du groupe sur la mort cellulaire. Cette thèse, intitulée "Mort cellulaire initiée par
l’oxygène singulet : mise en évidence d’effets à longue portée", s’articule autour de la thématique
de la mort cellulaire suite à la génération d’une dose quantifiée d’oxygène singulet. Ce travail
est divisé en trois chapitres.

Les travaux antérieurs s’étaient limités à l’étude de la mort dans des cellules cultivées in vitro
en mono-couches. Je me suis intéressée à un modèle cellulaire plus proche des tumeurs. In vivo,
les tumeurs sont des structures biologiques complexes, composées de cellules dysfonctionnelles à
la croissance dérégulée et au métabolisme altéré. L’organisation des cellules en agrégats de forme
globalement sphérique, dits "sphéroïdes", modifie le métabolisme des cellules le rapprochant du
métabolisme in vivo et permet de reproduire certaines propriétés physiques des tissus vivants.
En effet, l’organisation tri-dimensionnelle des cellules a un impact sur la pénétration de la
lumière dans les sphéroïdes et est à l’origine de la formation de gradients en dioxygène entre le
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cœur des sphéroïdes et la surface. Ces facteurs affectent la quantité d’oxygène singulet générée
par photo-production. Ainsi, afin de comparer la réponse de mono-couches et de sphéroïdes à
un stress oxydant initié par de l’1O2 généré au moyen d’une source laser gaussienne à 1270nm,
il est nécessaire d’estimer au préalable le taux de production d’1O2 dans des sphéroïdes. J’ai
par conséquent mesuré le coefficient de diffusion de la lumière à 1270nm dans des sphéroïdes de
cellules de la lignée MCF-7 (cellules humaines cancéreuses du sein), et simulé numériquement
la distribution de la lumière et la concentration en dioxygène (chapitre 2). En sphéroïdes, de
la mort à longue distance du faisceau laser gaussien est mesurée pour une fraction significative
de cellules. La quantité totale d’1O2 générée dans ces cellules est inférieure de plusieurs ordres
de grandeur à la quantité d’1O2 létale en mono-couches. La différence de réponse des cellules
cultivées en mono-couches et en sphéroïdes diminue fortement lorsqu’un désactivateur extra-
cellulaire d’1O2 élimine l’oxygène singulet généré en dehors des cellules.

Suite à ces résultats, nous formulons l’hypothèse qu’1O2 réagit dans le milieu extra-cellulaire
pour former des espèce toxiques capables de diffuser sur des distances plus longues. Nous défi-
nissons ainsi deux types de dommages provoqués par l’oxygène singulet : des dommages directs,
provoqués par l’interaction d’1O2 avec les cellules, et des dommages indirects, provoqués par
une ou plusieurs autres espèces toxiques, produits de l’oxygène singulet dans le milieu extra-
cellulaire. Afin de confirmer l’existence d’espèces réactives de l’oxygène dites "secondaires" pro-
duites par 1O2, nous avons mis en place une expérience in vitro qui favorise la production
extra-cellulaire d’1O2. Le laser est focalisé à l’extérieur de cellules cultivées en mono-couches et
la majorité de l’1O2 est produit dans un volume de quelques micromètres cube. J’ai mesuré de
la mort cellulaire à plusieurs dizaines de micromètres du laser, qui ne peut s’expliquer que par
la formation d’espèces secondaires en quantités toxiques. Nous cherchons, dans le chapitre 3, à
identifier les espèces produites et les mécanismes de réaction associés.

Nous nous sommes enfin également intéressés aux différents modes de mort des cellules suite
à une irradiation. En effet, il peut y avoir un intérêt thérapeutique à privilégier une modalité
de mort plutôt qu’une autre, par exemple l’apoptose pour éviter une réaction inflammatoire.
J’explore donc, dans le chapitre 4, le lien entre l’intensité du stress oxydant initié par 1O2 et
le type de mort subi par les cellules stressés. Je distingue, dans des cellules cultivées en mono-
couches, deux modes de la mort, caractérisés au moyen de marqueurs fluorescents, de critères
morphologiques, et d’informations sur la cinétique de mort. Une mort de type nécrotique est
associée à des stress intenses, et une mort de type apoptotique associée aux stress plus faibles.
Pour des stress intermédiaires, la mort est mixte, les ratios de morts apoptotiques et nécrotiques
sont comparables. Lors des stress intermédiaires, certaines cellules présentent des symptômes
associés généralement à une autophagie. Pour une même quantité totale d’oxygène singulet
générée, ces cellules sont plus fréquentes pour des durées d’irradiation courtes. Nous concluons
ainsi que la quantité d’1O2 générée dans les cellules ne détermine pas à elle seule la réponse des
cellules à un stress. La mort est à la fois déterminée par le taux de production d’1O2 et la durée
d’exposition des cellules.
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Chapitre 1

L’oxygène singulet pour éradiquer
des cellules indésirables

Dans cette thèse, nous nous intéressons à la mort de cellules humaines cultivées in vitro suite
à la génération d’oxygène singulet par photo-production. L’oxygène singulet, 1O2, est un état
électronique excité du dioxygène. Cette molécule appartient à la famille des espèces réactives de
l’oxygène et provoque des dommages, dit stress oxydant, lorsqu’elle est générée dans des cellules
vivantes en quantités toxiques.

L’oxygène singulet est l’agent cytotoxique majeur produit en Photo-Thérapie Dynamique
(PDT), une technique utilisée notamment dans le cadre de traitements contre le cancer. En
photo-thérapie dynamique, l’oxygène singulet, et d’autres espèces réactives de l’oxygène, sont
produites par irradiation lumineuse de photo-agents en présence de dioxygène. La cible biolo-
gique des photo-agents dépend de leur nature : ils peuvent se fixer à l’interieur des cellules ou,
par exemple, dans les vaisseaux sanguins.

Ce chapitre présente les deux modes de photo-production de 1O2, l’action de 1O2 et des
espèces réactives de l’oxygène sur les cellules vivantes, et l’estimation quantitative du taux de
production d’oxygène singulet associée à chaque mode de photo-production. Nous montrons que
la production d’1O2 par photo-excitation directe du dioxygène permet d’estimer plus facilement
le taux de production de 1O2. Nous générons pour cette raison de l’1O2 par photo-excitation
directe à 1270nm dans le cadre de cette thèse.

1.1 Photo-production d’oxygène singulet en biologie

La dioxygène est à un état fondamental triplet, O2[3Σ−g ], que nous noterons 3O2, et a deux
états excités de basse énergie à +0.97 et +1.63 eV du niveau d’énergie fondamental, respecti-
vement O2[1∆g] et O2[1Σ+

g ] [23;55]. En pratique O2[1Σ+
g ] se désexcite très rapidement (∼ps [60])

en O2[1∆g], qui est donc considéré l’état singulet responsable des effets biologiques observés.
Dans la suite de ce manuscrit, nous noterons l’oxygène singulet dans son premier état excité
(O2[1∆g]) 1O2.

L’oxygène singulet peut être le produit d’une décharge gazeuse, de réactions chimiques, ou
par photo-production. La photo-production traditionnelle, utilisée dans le cadre de la PDT,
consiste à produire de l’oxygène singulet en excitant des molécules photosensibles, dits photo-
agents. La photo-production directe, à l’inverse, ne requiert pas de photo-agents : le dioxygène
est excité directement dans son état singulet. De nombreuses études, répertoriées dans la revue
de A. Blazquez Castro [55] et le chapitre 4 du livre Singlet Oxygen [56], se sont intéressées à
la transition directe du dioxygène en oxygène singulet. Toutefois, les effets cytotoxiques de
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l’oxygène singulet produit par photo-activation directe du dioxygène ne sont étudiés à ce jour que
par quelques groupes en plus de notre équipe [1–4], notamment ceux de P.R. Ogilby [23;53;54;188],
de I.O. Zolotovskii [57–59] et de E.U. Rafailov [10;59]. Enfin, A.S. Yusupov et al. [9], issus de la
même équipe que I.O. Zolotovskii et al. sont à notre connaissance les seuls à avoir traité une
tumeur superficielle de la peau sur une patiente par excitation directe du dioxygène à 1262nm.

1.1.1 Génération optique par l’intermédiaire de photo-agents

La photothérapie dynamique (PDT, pour PhotoDynamic Therapy) est une technique qui
utilise de la lumière visible afin de générer des espèces chimiques toxiques à forte concentration.
Les premières études pré-cliniques et cliniques ont eu lieu dans les années 70 [11;12], et la PDT est
depuis notamment utilisée dans le cadre thérapeutique en dermatologie, ophtalmologie ou dans
le cadre de traitements de cancers de la prostate, du sein ou du poumon [13–15]. L’utilisation de
la lumière comme source d’excitation limite actuellement la PDT aux tumeurs superficielles (ou
facilement accessibles avec une source guidée). La photo-thérapie se base exclusivement sur de
la photo-production indirecte. Des photo-agents (PS, pour Photo-Sensitizers) sont injectés chez
le patient avant le traitement. Chaque type de PS a des cibles qui lui est propre, par exemple
des compartiments cellulaires spécifiques [50;51] dans le cas des PS intra-cellulaires.

Les mécanismes de la PDT et photo-réactions sont schématisés figure 1.1. Lorsque les PS
sont excités à une longueur d’onde spécifique, ils passent de leur état électronique fondamental
(S0) à un état électronique excité (S1). Ces PS vont alors subir une conversion inter-système
vers un état électronique triplet (T1). Ces derniers (PS*) vont pouvoir réagir avec des molécules
proches (dioxygène ou biomolécules) : on parle de photo-réaction. Enfin une fraction des PS
excités se désexcitent en émettant des photons par fluorescence ou phosphorescence (retour à
l’état fondamental S0), sans avoir généré de 1O2.

Il existe deux types de photo-réactions [15;16]. Les photo-réactions de type I regroupent les
réactions des PS excités (PS*) avec les substrats biologique (membrane cellulaire, protéines,
ADN, etc.) Ces réactions prennent la forme d’un transfert de proton (H+) ou d’électron, et
produisent des radicaux libres. Les radicaux libres vont générer en cascade d’autres espèces à
fort impact sur l’environnement biologique. Le plus souvent, le transfert de proton se fait du PS
vers le substrat. Le PS, devenu ion, peut alors transférer son électron en excès à une molécule
d’oxygène, créant des radicaux superoxyde, O.−

2 . Les radicaux superoxyde réagissent à leur tour
pour former d’autres espèces, dont le peroxyde d’hydrogène, H2O2, une molécule toxique plus
stable, qui peut diffuser sur de longues distances dans la cellule.

Lorsque le PS excité (PS*) réagit avec du dioxygène par transfert d’énergie, il s’agit d’une
photo-réaction de type II. Le dioxygène, initialement dans son état électronique fondamental,
3O2, est excité dans son premier état singulet, O2[1∆g]. L’ensemble des radicaux et molécules
produits par ces réactions avec le dioxygène (1O2, O.−

2 , H2O2, HO. etc.) constituent une famille
appelée Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO). Les dommages liés à une accumulation de ERO
dans les cellules sont qualifiés de stress oxydant.
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Figure 1.1 – Photo-excitation indirecte. Diagramme de Jablonski illustrant le principe de
la photothérapie dynamique. Des molécules photosensibles (PS) absorbent la lumière laser et
passent d’un état fondamental (S0) à un état excité (S1). Suite à une conversion inter-système
(CIS) de l’état électronique excité S1 à l’état triplet T1, le PS (PS*) peut réagir avec des bio-
molécules (photo-réaction de type I) pour produire des radicaux, qui, en présence de dioxygène
forment des Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO). PS* peut également réagir directement
avec des molécules de dioxygène (photo-réaction de type II) et, par transfert d’énergie, excite
le dioxygène de son état triplet stable O2[3Σ−g ] à un état singulet O2[1∆g]. 1O2 et les autres
ERO provoquent des dommages aux cellules biologiques (symbole éclair) et peuvent entraîner
la mort à forte concentration.

1.1.2 1O2 : agent cytotoxique majeur de la PDT

Dans un environnement où la concentration en dioxygène est plus élevée que la concentration
de substrat biologique, la photo-réaction de type II est favorisée, et inversement.

B.C. Wilson, M.S. Patterson et al. s’intéressent depuis plus de 20 ans aux mécanismes de
PDT dans des modèles in vitro [17;19] et in vivo [20–22]. L’1O2 généré par PDT qui ne réagit
pas avec les substrats biologiques se désexcite en émettant un signal luminescent à 1270nm.
B.C. Wilson, M.S. Patterson et al. ont mesuré ce signal afin d’estimer la concentration et le
taux de production de 1O2 associés à des irradiations en PDT. Ils ont montré, lors de PDT en
présence de PS intra-cellulaires, que la mort cellulaire est directement proportionnelle au taux
de production d’oxygène singulet [18;20] et conclu que l’1O2 est l’agent cytotoxique majeur en
PDT. Le fait de pouvoir attribuer la mort cellulaire principalement à 1O2 justifie son intérêt
comme sujet d’étude.

Ces études [18;21;33] soulèvent également les difficultés d’estimation du taux de production
d’1O2 à partir des paramètres d’irradiation seuls (intensité laser et durée d’irradiation des
cellules), à cause des nombreux facteurs qui déterminent la concentration de 1O2. Nous nous
intéresserons à l’estimation du taux de production d’1O2 dans un second temps. Dans un premier
temps, nous allons présenter une alternative à la photo-production par l’intermédiaire de photo-
agents : l’excitation optique directe du dioxygène et nous intéresser aux effets cytotoxiques de
1O2.
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1.1.3 Génération optique directe de 1O2

Dans cette étude, nous utilisons une source laser [5] à 1270nm pour provoquer une transition
directe du dioxygène à son premier état excité O2[1∆g]. La transition directe du dioxygène
à son premier état excité (figure 1.2) est une transition dite interdite. Elle n’obéit pas aux
règles de sélection de la mécanique quantique. En pratique, dans les solvants, la transition est
possible [61], mais la section efficace associée est beaucoup plus faible que celle des photo-agents.
La transition à 1270nm par exemple est 106 à 107 fois moins efficace [1;2;6;7] que la transition
par l’intermédiaire de photo-agents. Toutefois, in vitro, il est possible de compenser cette faible
efficacité en augmentant la puissance de la source d’excitation et la durée d’irradiation, afin de
produire des quantités d’1O2 comparables aux traitements PDT.

Contrairement à la PDT, l’excitation optique directe du dioxygène produit exclusivement
1O2. Ainsi, elle permet d’étudier la réponse de cellules vivantes à une source d’1O2 seul, et non
à une source de multiples ERO.

Figure 1.2 – Photo-excitation directe. Transfert de molécules de dioxygène d’un état triplet
fondamental (3O2) à un état singulet excité (1O2). L’apport de photons à 1270nm excite le
dioxygène à son premier état électronique O2[1∆g]. E1-E0 = 0.97eV. A 765nm, le dioxygène
est excité dans son deuxième état singulet, O2[1Σg+]. E2-E0=1.63eV. La transition interne
O2[1Σg+] → O2[1∆g] est très rapide (< ps), les dommages cellulaires sont donc attribués à
O2[1∆g].

Les longueurs d’onde identifiées à ce jour comme aptes à favoriser une transition du dioxygène
vers l’oxygène singulet sont listées dans la revue de A. Blasquez-Castro [55] et le chapitre 4
du livre Singlet Oxygen [56]. Des effets cytotoxiques de l’oxygène singulet produit par photo-
activation directe du dioxygène ont notamment étés mis en évidence pour des excitations autour
de 1270nm [3;4;10;57–59] et 765nm [23;53;54;188]. A 765nm, le dioxygène est excité à son second état
excité O2[1Σg+] avant de se désexciter à l’état singulet O2[1∆g].

1.2 Oxygène singulet, stress oxydant et mort cellulaire
L’oxygène singulet, comme de nombreuses Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO), est généré

par les cellules et impliqué dans de nombreux processus cellulaires [65;70]. La cellule dispose de
mécanismes de régulation pour maintenir la concentration d’ERO à des niveaux physiologiques
non toxiques. On parle d’homéostasie redox. La génération de 1O2 par un stimulus externe tel
que la photo-production perturbe cette homéostasie. Les dommages associés sont qualifiés de
stress oxydant et peuvent aboutir à la mort des cellules. En concentrations non-létales, 1O2 peut
stimuler la prolifération des cellules [65;66], ou à l’inverse provoquer un arrêt de cycle cellulaire [67].
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Une étude récente de P.R. Ogilby et al. [68] suggère en outre qu’il est possible de moduler le cycle
cellulaire à travers le contrôle précis du lieu d’irradiation (noyau ou cytoplasme) et de la quantité
d’1O2 générée. Dans cette thèse, nous ne nous intéresserons qu’aux effets létaux.

1.2.1 Demi-vie et diffusion de l’oxygène singulet en solution

Les dommages provoqués par 1O2 sont la conséquence de réactions entre 1O2 et des biomo-
lécules présentes dans les cellules. Le temps de demi-vie de l’1O2, ses propriétés de diffusion et
son lieu de génération vont ainsi déterminer la localisation spatiale des dommages.

Le temps de demi-vie τ1/2 de l’oxygène singulet en solution est la résultante de deux phé-
nomènes : l’interaction de 1O2 avec le solvant, et, dans des milieux plus complexes, la réaction
de 1O2 avec d’autres espèces chimiques. Dans de l’eau pure, τ1/2 ∼3.5 µs [23]. Dans les cellules,
les réactions impliquant 1O2 et des biomolécules réduisent son temps de demi-vie. B.C. Wilson
et al. [19] estiment dans des cellules cultivées in vitro une durée de vie de l’oxygène singulet de
0.05-0.25 µs. Cette valeur est obtenue par la mesure de la cinétique de photo-blanchiment de
photo-agents et repose sur l’hypothèse que le coefficient de diffusion de l’oxygène singulet dans
les cellules est similaire à celui dans l’eau. Dans un milieu aqueux, le coefficient de diffusion du
dioxygène et de l’oxygène singulet est estimé à D=2×10−9m2s−1, soit une distance de parcours
d’environ 40 µm en 1s. 1O2 parcours ainsi environ 0.1 µm dans de l’eau pure avant de se désexci-
ter, et 10 à 100 fois moins dans une cellule avant de réagir. A titre de comparaison, le diamètre
des cellules est de l’ordre de quelques dizaines de micromètres. L’oxygène singulet réagit donc
à proximité de son lieu de production et la distribution spatiale d’oxygène singulet. En PDT,
la distribution spatiale de 1O2 est très dépendante à la distribution des photo-agents dans les
cellules (pour les PS intra-cellulaires ou membranaires) ou dans les vaisseaux.

J.W. Snyder et al. [24] proposent une durée de vie plus longue dans les cellules en mesurant
directement la phosphorescence à 1270nm émise par 1O2. Cette valeur est estimée à partir de
la mesure du temps de demi-vie de 1O2 dans des cellules incubées dans une solution de D2O
saline. La faible durée de vie de 1O2 dans de l’eau pure rend en effet la mesure de la cinétique
de 1O2 difficile. Dans du deutérium D2O, la demi-vie de 1O2 est de 67 µs [24;25]. Au vu des
résultats obtenus, la demi-vie pour des cellules cultivées dans une solution saline à base de
H2O est ainsi estimée à 3 µs. La distance de parcours, de moins de 0.02 µm, est très proche de
celle évaluée par B.C. Wilson et al.. J.W. Snyder et al. contestent toutefois l’hypothèse d’un
coefficient de diffusion dans les cellules identique à celui dans l’eau. Les cellules vivantes sont
un environnement inhomogène, dont le coefficient de diffusion moyen a en effet été estimé entre
2 et 4× 10−10m2s−1 [23;24], soit cinq à dix fois inférieur au coefficient de diffusion dans de l’eau
pure.

Cette différence de temps de demi-vie a des implications importantes sur la réactivité de
l’oxygène singulet et l’évaluation de sa toxicité : dans l’hypothèse d’une réduction dans les
cellules du temps de demi-vie de 1O2 de 3.5 à 3 µs, seul près de 10% de l’1O2 généré a réagi avec
des biomolécules, contre plus de 95% dans l’hypothèse d’un temps de demi-vie réduit à 0.25 µs.

1.2.2 Dommages provoqués par l’oxygène singulet

La photo-production d’oxygène singulet par PDT, ou par excitation directe du dioxygène,
permet de générer 1O2 en quantités toxiques et de provoquer un stress oxydant. Un ensemble
d’études théoriques et expérimentales ont proposé et/ou mesuré des réactions de l’oxygène
singulet avec des lipides [69], des protéines [71–74], et de l’ADN [75;76]. L’oxydation de ces éléments
par 1O2 peut être à l’origine de la perte de leur fonction et entraîner la mort des cellules.

La réaction de 1O2 avec les biomolécules peut initier une chaîne de réactions chimiques.
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Par exemple, 1O2 produit H2O2 en réagissant avec l’ascorbate [77;78], et de nombreuses réac-
tions d’oxydation [74;79;80] produisent O.−

2 par transfert de proton. Enfin, le très toxique radical
hydroxyle HO. a été identifié comme produit lors de réaction de 1O2 et du cofacteur d’oxydoré-
duction NADPH [81;82]. Deux exemples de chaînes de réactions initiées par 1O2 sont représentés
figure 1.3.

(a) (b)

Figure 1.3 – Réactions initiées par 1O2. (a) Exemple de cycle de réactions initiées par la
peroxydation des lipides par 1O2. Schéma tiré du site de Buettner [83]. (b) Exemple de réactions
initiées par la réaction de 1O2 avec une protéine, la mélatonine (hormone/protéine) : 1O2 réagit
avec la mélatonine pour former le radical anion superoxyde O.−

2 , ce qui déclenche une série
de réactions chimiques impliquant des espèces réactives de l’oxygène (1O2, O.−

2 , .OH, H2O2),
de l’azote (ONOO−) et des biomolécules. (PUFA : acides gras polyinsaturés.) Schéma tiré de
l’étude de Reiter [84].

Ainsi, 1O2 est source de radicaux et d’autres ’Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO). Les
ERO sont générées de manière endogène [70] par les cellules, par exemple lors de réactions chi-
miques essentielles au bon fonctionnement de la cellule, telle la conversion du glucose en ATP
(adénosine triphosphate), principale source d’énergie des cellules. Elles sont impliquées dans de
nombreuses voies de signalisation [85;86] qui régulent l’expression génétique, la prolifération, ou
encore l’activation de mécanismes de défense des cellules.

Une accumulation de ERO est toutefois néfaste, causant entre autres des dommages à
l’ADN [91–93], aux protéines [87;88], et aux membranes (lipides) [69;89;90] des cellules. Le stress
oxydant est considéré un acteur majeur du vieillissement [94–96] et du développement de can-
cers [93;97;98]. Il est impliqué dans de nombreuses pathologies, telles que le diabète [99;100], les
pathologies neurodégénératives [101;102], ou encore l’infertilité masculine [103].

Des mécanismes régulent la concentration intra-cellulaire de ERO afin de préserver les voies
de signalisation tout en protégeant la cellule. On parle de maintien de l’homéostasie redox,
c’est-à-dire de l’état d’équilibre garant du bon fonctionnement de la cellule. Cette régulation
fait intervenir entre autres des enzymes qui neutralisent les ERO, telles la superoxyde dismutase,
la catalase ou la glutathion peroxydase [104;105]. Lorsque les variations de la concentration des
ERO sont trop importantes, les mécanismes de maintien l’homéostasie redox ne suffisent plus.
La cellule enclenche alors des cascades de réactions biochimiques pouvant entraîner sa mort.

1.2.3 Stress oxydant et mort cellulaire

Un stress oxydant est dit létal lorsqu’il entraîne la mort de la cellule stressée. La sévérité
d’un stress létal détermine le mode de mort subi par les cellules [14;106–109]. La mort cellulaire
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peut être programmée, c’est-à-dire l’aboutissement de processus biochimiques enclenchés par
la cellule, ou accidentelle. En cas de stress trop violent, la cellule est détruite sans avoir pu
contrôler son mode de mort par le déclenchement de voies de signalisation spécifiques.

Les stress létaux moins sévères sont associés à de la mort programmée par apoptose [106;107],
caractérisée par la fragmentation des cellules et, in vivo la phagocytose des fragments par les
macrophages. Les stress plus sévères sont associés à une mort par nécrose, caractérisée par
une rupture de la membrane cellulaire et un déversement de ses contenus dans le milieu extra-
cellulaire. Ce déversement peut être à l’origine de réactions inflammatoires.

Historiquement, le terme nécrose était associé à une mort accidentelle, mais des processus
de mort programmée qui aboutissent à une morphologie de mort caractéristique de la nécrose
ont été mis en évidence. Ce mode de mort est parfois qualifiée de "nécroptose" [119;296]. Un troi-
sième mécanisme, l’autophagie, est caractérisé par la formation de vésicules intra-cellulaires
dans lesquelles sont séquestrées des éléments contenus dans le cytoplasme, en vue de leur élimi-
nation. L’autophagie fut longtemps considérée forme alternative de mort à l’apoptose, mais de
nombreuses études [110–114] discutent de la causalité réelle entre processus d’autophagie et mort
cellulaire. Certains proposent que l’autophagie est une stratégie d’adaptation, et que la mort de
la cellule est un symptôme de son échec [110;112;114;296].

La figure 1.4 donne un aperçu des différentes modalités de mort que peuvent subir les
cellules suite à un stress oxydant. Cette classification reste très simpliste ; de nombreux types
et sous-types de mort, caractérisés par des critères morphologiques et l’enclenchement de voies
de signalisation plus ou moins spécifiques sont décrits dans la littérature [117;118;296].

Figure 1.4 – Schéma simplifié de la reponse cellulaire à un stress oxydant. Suite à
un stress oxydant, les mécanismes anti-oxydants de la cellule sont mobilisés afin de réduire le
niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ERO). Si l’intensité de stress est trop sévère, la cellule
subit une nécrose dite non-programmée, ou accidentelle. Lorsque le stress est plus modéré, mais
que les ERO sont présentes en quantités trop importantes pour assurer la viabilité de la cellule,
la cellule enclenche des voies de signalisation associées à la mort cellulaire.Les modalités de mort
dépendent des voies mobilisées. Les caspases notamment, sont traditionnellement associées à de
la mort par apoptose. Tiré de la revue de G.C. Higgins et al. [120]
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Plusieurs études [111;120;121] ont mis en évidence la plasticité des cellules et la capacité de
basculer d’une modalité de mort à une autre lors de l’inhibition artificielle de certaines voies
de signalisation. Ces études soulèvent des questions associées aux couplages des voies de signa-
lisation, à une éventuelle compétition entre les mécanismes de mort, et aux rôles des différents
acteurs biochimiques de la mort cellulaire. Nous étudierons le lien entre dose d’1O2 et mode de
mort cellulaire dans le chapitre 4.

1.3 Estimation du taux de production d’1O2

Dans cette thèse, nous souhaitons estimer quantitativement le taux de production de 1O2
dans les cellules afin d’interpréter la mort cellulaire mesurée. Nous allons montrer que la photo-
excitation directe du dioxygène, contrairement à la PDT, se prête à une estimation précise du
taux de production de 1O2, et donc permet d’évaluer la quantité d’1O2 générée dans les cellules
sans avoir recours à une méthode de mesure directe.

1.3.1 Taux de production d’1O2 en PDT

Dans le but de faire un lien quantitatif en production d’1O2 et mort cellulaire en PDT,
plusieurs études [19–22;33–36], estiment le taux de production d’1O2. Il n’est uniquement question
de PS intra-cellulaires. Le taux de production d’1O2 est soit estimé à partir de la mesure du
signal de phosphorescence à 1270 nm émis lors de la désexcitation 1O2

[20–22], soit au moyen
de modèles mathématiques rendant compte des cinétiques de réaction entre les photo-agents,
le dioxygène, l’oxygène singulet et le substrat biologique [33–36]. La dose d’1O2 correspond dans
ces études à la concentration d’1O2 cumulée, [1O2]C , c’est-à-dire la quantité totale (en mol/L)
d’1O2 générée au cours de l’irradiation laser. La toxicité de 1O2 est alors caractérisée au moyen
de concentrations cumulées seuil, associés à une fraction de cellules mortes donnée (1/e=0.36
ou 0.5, en fonction des études). Les concentrations cumulées seuil sont de l’ordre de 0.1-1mmol
in vivo sur des modèles murins [20;36], et 0.1-10mmol in vitro [19;33;34].

Dans les études où la production d’1O2 n’est pas mesurée, la dose est définie comme la
fluence de lumière [27–31], soit l’intensité I (également appelée irradiance) cumulée sur la durée
de l’exposition ∆t (équation (1.1)).

F (J/cm2) = I ∗∆t (1.1)

La fluence reste la métrique la plus couramment utilisée en PDT pour caractériser l’efficacité
d’un traitement. En effet, les paramètres d’irradiation laser I et ∆t sont connus, contrairement au
taux de production de 1O2, plus complexe à estimer. Toutefois, la fluence n’est pas directement
proportionnelle à la concentration cumulée d’oxygène singulet et deux irradiations à fluence égale
peuvent ne pas produire la même concentration cumulée d’1O2

[18;21;33]. Nous allons détailler les
facteurs qui rendent complexe l’estimation de la production de 1O2 en PDT.

1.3.1.1 Production d’oxygène singulet en l’absence de substrat biologique

Afin d’estimer le taux de production d’oxygène singulet en PDT, plaçons nous dans un pre-
mier temps dans un cas simple, où les photo-agents (PS) sont dilués dans un solvant homogène
sans substrats biologiques, par exemple de l’eau pure. Ainsi nous ne considérons que les photo-
réactions de Type II, c’est-à-dire la génération d’oxygène singulet suite au transfert d’énergie
de photo-agents excités PS* au dioxygène dissous (équations (1.2) et (1.3)).

PS + hν → PS∗ (1.2)
PS∗ +3 O2 →1 O2 (1.3)
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Le schéma présenté précédemment, figure 1.1, illustre les possibilités d’excitation et de désex-
citation associées à chaque état électronique (S0, S1, et T1) des PS. Le taux de production de
1O2 est ainsi la résultante de ces mécanismes en compétition. En première approche, il est ten-
tant de proposer que plus la fluence laser est importante, plus la proportion de PS excités PS*
est importante, et donc plus la quantité d’oxygène singulet généré est grande, dans la limite de
la concentration de dioxygène 3O2 disponible. Le schéma ne traduit toutefois pas les interactions
entre les molécules photosensibles, le dioxygène et l’oxygène singulet.

Photo-blanchiment. Le photo-blanchiment [21;38;39;52] est l’altération des propriétés optiques
PS, dû à leur dégradation. L’oxydation des PS par réaction 1O2 a été identifié comme la
source principale de photo-blanchiment [39] (équation (1.4)). L’oxygène à l’état fondamental
peut toutefois également réagir avec les PS [39] (équation (1.5)). A ces réactions s’ajoute le
photo-blanchiment dû à l’irradiation laser : plus l’intensité lumineuse est forte, plus la dégrada-
tion des PS est rapide. Plus l’irradiation est longue, plus la probabilité de dégradation du PS
est élevée. Les PS altérés (PSX) produisent moins, ou pas, d’oxygène singulet.

PS (ou PS*) + 1O2 → PSX (1.4)
PS (ou PS*) + 3O2 → PSX (1.5)
PS (ou PS*) + hν → PSX (1.6)

Description analytique du taux de production d’1O2. Les interactions potentielles entre
molécules de dioxygène (3O2 et 1O2) et PS (dans l’état énergétique S0, S1 ou T1) ont été modé-
lisées par I. Georgakoudi et al. [39]. Cinq équations différentielles couplées décrivent l’évolution
temporelle des concentrations de PS (à l’état fondamental SO), PSEx (excité à l’état S1), PS*
(à l’état T1), 1O2 et 3O2. Une description analytique, et la définition des constantes de réaction
associées, est proposée par K.K.H. Wang et al. [41]. Cette description est établie en attribuant
les effets de photo-blanchiment exclusivement aux interactions de 1O2 avec les PS.

Nous reprenons les équations de K.K.H. Wang et al. afin de décrire le taux de production Γ
(en M/s) d’oxygène singulet. Ce taux de production dépend des concentrations en photo-agent
[PS] et en dioxygène [3O2] dont la cinétique est décrite équations (1.8) et (1.9).

d[1O2]
dt

=I σλ
hνλ

Φ∆[PS] f([3O2]) (1.7)

d[3O2]
dt

=− I σλ
hνλ

Φ∆[PS] f([3O2]) +D (1.8)

d[PS]
dt

=− I σλ
hνλ

Φ∆ g([3O2], [PS]) (1.9)

L’intensité laser I (en W/cm2) est fixée par l’expérimentateur ou le médecin. La section efficace
σλ (en cm2) traduit la probabilité d’interaction entre photons et PS en présence de 3O2 pour
produire 1O2, à la longueur d’onde d’excitation λ utilisée. hνλ (en J) est l’énergie d’un photon à
la longueur d’onde d’excitation λ. Le nombre de photons nécessaires pour produire une molécule
d’oxygène singulet détermine le rendement quantique Φ∆. σλ et Φ∆ sont des propriétés physiques
intrinsèques à chaque photo-agent. De nombreux PS sont caractérisés dans la littérature [42–46] :
la majorité des PS utilisés en PDT ont comme propriétés λ=600-750nm, σλ=10−16-10−17 cm2

dans de l’eau, et Φ∆=0.30-0.85.

Le terme D (en mol/L/s) traduit l’apport en dioxygène lié à la diffusion. La diffusion des
espèces est négligée pour les PS (considérés fixes dans les cellules) et 1O2 (au temps de demi-vie
considéré suffisamment court pour négliger la diffusion). La fonction f([3O2]) est sans unité, sa
valeur est comprise entre 0 et 1 et donne la dépendance en [3O2] de la génération d’oxygène
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singulet. Si la concentration en dioxygène est suffisamment élevée, la production d’oxygène
singulet est proportionnelle à la concentration en PS (f([3O2])=1). Si [3O2] est trop faible, les
PS excités (PS*) se désexcitent avant d’avoir pu entrer en contact avec une molécule de 3O2.
La production de 1O2 est alors réduite. Enfin la fonction g([3O2],[PS]), en mol/L, traduit les
effets du photo-blanchiment et donc la dégradation des PS. En l’absence d’effets de photo-
blanchiment g([3O2],[PS])=0 : la concentration en PS resterait constante pendant l’irradiation.
Une description plus détaillée des fonctions f et g est proposée par K.K.H. Wang et al. [41]. Leur
évaluation requiert une connaissance des constantes de réaction entre les différentes espèces (PS,
3O2, 1O2) et sont spécifiques à la nature du PS utilisé.

En conclusion, même dans un milieu simple, sans substrats biologiques, une estimation
quantitative du taux de production d’oxygène singulet en PDT requiert non seulement la ca-
ractérisation des propriétés physiques des photo-agents, mais également la prise en compte
des phénomènes de photo-blanchiment qui affectent l’efficacité des PS et la concentration en
dioxygène.

1.3.1.2 Production en présence de substrat biologiques

Dans des cellules vivantes, les substrats biologiques sont une source d’interaction supplémen-
taire qui rendent l’estimation de la quantité d’1O2 produite encore plus complexe [19;39;47–49]. Les
substrats biologiques sont en outre une source de photo-réactions de Type I : 1O2 n’est plus
la seule espèce réactive produit par photo-réaction. La réponse cellulaire ne peut donc pas
être attribuée exclusivement à des effets initiés par 1O2. Négligeons néanmoins les produits de
photo-réactions autres que 1O2. Plusieurs facteurs affectent le taux de production d’oxygène
singulet, dont l’assimilation de photo-agents, leur distribution dans les cellules, et la réaction
éventuelle de photo-agents avec des substrats biologiques. Ces facteurs dépendent tous du type
cellulaire [143] et de la nature du photo-agent.

Avant un traitement PDT, une concentration [PS]0 de photo-agents est administrée au pa-
tient (ou, in vitro, ajoutée au milieu de culture des cellules) et diffuse jusqu’aux cellules. Une
fraction de cette concentration, qui dépend de la nature du photo-agent et du type de cellules,
est dégradée ou évacuée par l’organisme. [PS]0 est généralement de l’ordre 1-10 µm. A l’intérieur
des cellules, les PS se fixent dans des compartiments spécifiques de la cellule [50;51], tels que la
mitochondrie, le lysosome ou le réticulum endoplasmique. La répartition de PS est donc hétéro-
gène. Dans le cas de structures cellulaires tridimensionnelles, et notamment de tumeurs in vivo,
les propriétés de diffusion des PS déterminent leur capacité à pénétrer au cœur des tumeurs : la
concentration en PS est plus importante dans les zones plus vascularisées. Enfin, comme pour
les PS, un gradient de concentration en dioxygène s’établit entre les zones plus vascularisées et
les reste de la tumeur, rendant l’estimation de la concentration en dioxygène plus complexe. A
ces considérations s’ajoutent enfin les propriétés de diffusion et d’absorption de la lumière laser
par les tissus irradiés [125] qui affectent la distribution de l’intensité lumineuse dans les tissus.

Ainsi l’estimation du taux de production d’1O2 dans les cellules vivantes requiert la carac-
térisation des propriétés d’assimilation des PS par les cellules afin d’évaluer la concentration en
photo-agent, l’estimation de la concentration en dioxygène dans les tissus, de l’intensité laser au
vu des propriétés optique des tissus, et de prendre en compte les interactions chimiques entre
photo-agents, dioxygène, oxygène singulet et substrats biologiques. La multiplicité des acteurs et
des interactions est difficilement compatible avec une estimation précise du taux de production.

1.3.2 Taux de production d’1O2 lors d’une génération optique directe à 1270nm

La photo-excitation directe du dioxygène permet de s’affranchir des photo-agents, et donc
des problématiques associées à la distribution des PS et au photo-blanchiment. Le taux de
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production d’oxygène singulet Γ (en mol/L/s), et la quantité cumulée d’oxygène singulet, [1O2]C
(en mol/L), ne dépendent que de la concentration de dioxygène dissous [3O2] dans les cellules
et le milieu extra-cellulaire (équations (1.10) et (1.11)).

Γ(t) =σ1270nm
hν

[3O2](t) I(t) (1.10)

[1O2]C =σ1270nm
hν

∫ tf

t0
[3O2] Idt (1.11)

Les propriétés d’excitation de l’oxygène à 1270nm (et la mesure directe de la production d’1O2)
ont été caractérisées dans différents solvants lors d’études antérieures [1;2] et par A. Krasnovsky
Jr. et al. [6–8] : la section efficace dans l’eau pure a été évaluée à σ1270nm ∼ 10−23cm2, et dans
d’autres solvants tels l’acétone ou l’éthanol.

Lorsque le taux de production de 1O2, Γ , est suffisamment faible, la concentration en
dioxygène [3O2] peut être considérée constante dans le temps. La concentration cumulée d’1O2
générée lors d’une irradiation de durée ∆t est alors proportionnelle à la fluence laser F = I×∆t
(équation (1.12)).

[1O2]C =σ1270nm
hν

[3O2] I ∆t (1.12)

Des travaux antérieurs dans notre groupe [3;4] ont montré des effets cytotoxiques in vitro dans
des mono-couches de cellules MCF-7 (cellules humaines du sein cancéreuses), suite à une ir-
radiation laser de l’ordre de l’heure, avec un faisceau laser gaussien de rayon à 1/e2 (waist)
ω=0.25mm et une intensité maximale de l’ordre de 200W/cm2. La production Γ vaut alors ∼
5 µm/s, et des concentrations cumulées toxiques de l’ordre de quelques millimolaires. Expéri-
mentalement, l’atmosphère des cellules a été successivement enrichie et appauvrie en dioxygène
afin d’étudier l’impact de l’oxygénation sur la mort des cellules. Par simulation numérique,
nous pouvons également estimer l’évolution temporelle de la concentration en dioxygène. La
méthode de simulation et les équations associées seront décrites par la suite. Dans les condi-
tions expérimentales ci-dessus, la concentration en dioxygène reste >90% de la concentration
initiale pendant l’irradiation. L’hypothèse d’une concentration en dioxygène constante semble
donc raisonnable.

Enfin, en PDT, l’oxygène singulet n’est produit qu’au niveau des lieux de fixation des PS,
donc à l’intérieur des cellules. La photo-excitation directe permet d’exciter le dioxygène dissous
dans le milieu extra-cellulaire, et de potentiellement provoquer des réactions qui n’ont pas lieu
en PDT. Nous montrerons dans cette thèse que la génération d’1O2 extra-cellulaire peut avoir
un impact fort sur la mort des cellules.

En conclusion, l’excitation directe du dioxygène permet de produire exclusivement de l’oxy-
gène singulet et d’écarter les effets chimiques et physiques associées aux interactions entre
photo-agents, dioxygène et substrats biologiques. Le taux de production d’oxygène singulet est
ainsi plus simple à estimer. Toutefois, autours de 1270nm, ce mode de photo-production pro-
voque une augmentation de la température à proximité du faisceau laser. Les effets thermiques
in vitro ont été caractérisés dans notre groupe lors d’études précédant cette thèse [3;4] afin de
confirmer l’absence de stress thermique létal dans la gamme de paramètres d’irradiation étu-
diée. Lors de cette thèse, des expériences de contrôle seront effectuées afin de confirmer que la
réponse cellulaire observée n’est pas la conséquence d’un stress thermique.
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Chapitre 2

Irradiation de sphéroïdes tumoraux :
mise en évidence de mort à longue
portée

Cette thèse s’articule autour de la thématique de la mort cellulaire suite à la génération
d’une concentration cumulée quantifiée d’oxygène singulet. Dans ce chapitre nous souhaitons
comparer la réponse à un stress oxydant initié par l’oxygène singulet de cellules cultivées en
mono-couches et en sphéroïdes. Nous générons ainsi de l’oxygène singulet dans des cellules
cultivées en mono-couches et dans des sphéroïdes par photo-excitation du dioxygène à 1270nm,
estimons la production de 1O2 et mesurons la mort cellulaire.

Les sphéroïdes sont des agrégats tridimensionnels de cellules qui reproduisent in vitro la
géométrie de micro-tumeurs avasculaires. Plus complexes que les cultures de cellules en mono-
couches traditionnelles, ils sont considérés un modèle plus pertinent [122–124] pour étudier la
réponse cellulaire à un traitement ou un stress. Un certain nombre d’études, rassemblées dans
la revue de A. Blazquez-Castro [55], ont été faites sur la réponse de cellules cultivées en mono-
couches à une génération d’oxygène singulet, au moyen d’une excitation directe du dioxygène.
A notre connaissance, nos travaux sont originaux dans l’étude de la réponse des sphéroïdes à
un stress oxydant provoqué par la génération optique directe de l’oxygène singulet.

L’organisation tridimensionnelle des sphéroïdes affecte leurs propriétés physiques et biolo-
giques. Plusieurs études signalent une différence de réponse des cellules à un même protocole
de photo-thérapie dynamique entre sphéroïdes et cultures en mono-couches. En PDT, le taux
de production d’1O2 dans les cellules varie en fonction de l’organisation spatiale des cellules.
Nous souhaitons donc estimer quantitativement la concentration cumulée d’oxygène singulet
généré dans des cellules MCF-7 cultivées en mono-couches et en sphéroïdes et mesurer la mort
cellulaire associée, afin de déterminer si les capacités anti-oxydantes des cellules sont liées à leur
organisation spatiale.

Nous montrons que la résistance apparente des sphéroïdes observée dans la littérature peut
être expliquée par la différence de taux de production d’oxygène singulet dans des cellules
cultivées en sphéroïdes et en mono-couches, pour des mêmes fluences laser. Nous mettons de
plus en évidence un effet de mort à longue portée dans les sphéroïdes, initié par l’oxygène
singulet généré au sein du sphéroïde mais en dehors des cellules. Cela nous mène à formuler
l’hypothèse de la génération, par l’oxygène singulet, d’espèces réactives secondaires toxiques
dans l’espace inter-cellules.
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2.1 Introduction

L’étude de la réponse cellulaire associée à la Photo-Thérapie Dynamique (PDT) a pour but
d’améliorer la compréhension des mécanismes biologiques impliqués et, à terme, l’efficacité des
thérapies actuelles. Nous nous focalisons sur la toxicité de l’oxygène singulet, identifié comme
l’agent cytotoxique majeur en PDT.

L’expérimentation sur les êtres vivants présente de fortes contraintes de coût, de temps,
et éthiques. A cela s’ajoute la grande complexité biologique associée à l’expérimentation in
vivo. Des modèles in vitro plus simples et maîtrisés ont donc été développés, avec pour but de
trouver un compromis entre le respect des propriétés biologiques des organismes vivants et le
côté pratique de l’expérimentation in vitro. Dans cette thèse, nous étudions la mort de cellules
cultivées in vitro en mono-couches et en sphéroïdes.

2.1.1 Modèles cellulaires : mono-couches et sphéroïdes

2.1.1.1 Mono-couches de cellules

Conçues à partir des années 1950 [135] des lignées de cellules cancéreuses animales et hu-
maines, aisément cultivables et observables par microscopie optique, se sont imposées comme
modèle incontournable de la recherche biologique. Ces cellules s’organisent en couche d’une
cellule d’épaisseur (mono-couche) comme illustré figure 2.1a. Ces lignées, au génotype connu,
permettent de faire des expériences reproductibles et à grande échelle. Un arsenal d’outils d’ima-
gerie, de marqueurs biochimiques et de protocoles standardisés ont été développés pour répondre
aux interrogations de la communauté scientifique, en particulier sur la réponse des cellules à une
perturbation. C’est sur ces mono-couches que notre groupe a effectué les premières études sur la
mort cellulaire suite à un stress oxydant généré par photo-excitation directe du dioxygène [3;4].

Dans le corps humain, les cellules sont intégrées dans une matrice extra-cellulaire (MEC).
Les interactions mécaniques et biochimiques inter-cellules et MEC-cellules déterminent l’orga-
nisation tridimensionnelle des cellules et leur expression génétique. Les cellules cultivées in vitro
en mono-couches, privées de ces interactions, n’ont pas les mêmes propriétés que des cellules
de même lignée in vivo [122]. Ainsi, les réponses cellulaires mesurées dans des mono-couches ne
sont pas forcement reproduites in vivo. Des modèles cellulaires plus proches des tissus vivants
ont pour cette raison été développés [122].

2.1.1.2 Sphéroïdes : une géométrie simplifiée de tumeurs

In vivo des cellules deviennent tumorales lorsqu’elles accumulent un ensemble de mutations
qui les rend malignes et leur permet de se soustraire aux mécanismes de régulation garants du
bon fonctionnement du métabolisme [131]. Si l’on adopte une vision très simplifiée, les tumeurs
sont des structures cellulaires aberrantes, qui prolifèrent de manière anarchique. Cette prolifé-
ration anarchique crée des zones peu ou pas vascularisées, dans lesquelles les cellules souffrent
de carence en dioxygène (hypoxie) et en nutriments. La diffusion des molécules thérapeutiques
(dont les photo-agents en PDT) dans ces zones est un enjeu dans la lutte contre le cancer et
d’autres pathologies.

La géométrie de tumeurs avasculaires peut être reproduite de manière simplifiée in vitro
en cultivant des agrégats de cellules globalement sphériques, qualifiés de sphéroïdes. Le sphé-
roïde est un modèle relativement simple, reproductible, qui s’est imposé dès la fin des années
90 [122–124;132;133] comme outil majeur de la recherche thérapeutique. De nombreux travaux, ras-
semblées par F. Hirschhaeuser et al. [134], sur des traitements photo-dynamiques, par rayonne-
ment, par hyperthermie, et, plus récemment, sur des thérapies géniques et des immunothérapies,
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étudient la réponse de sphéroïdes et les comparent à des études in vitro sur des mono-couches
et in vivo sur des tumeurs.

(a) (b)

Figure 2.1 – Images de cellules cancéreuses humaines du sein (lignée MCF-7). Figure
(a) Culture de cellules en mono-couches (2D). Figure (b) Agrégat de cellules MCF-7 : sphéroïde
(3D). Image par transmission en lumière blanche. Barres d’échelle : 100µm.

Nous cultivons des sphéroïdes MCF-7 dans du milieu de culture sans ajout de matrice extra-
cellulaire. Les cellules de la lignée MCF-7 s’organisent spontanément en sphéroïdes lorsqu’elles
ne sont pas en contact avec une surface adhérente, et sont donc adaptées à ce type de cultures.
Il s’agit en outre d’une lignée largement utilisée dans la littérature, aux propriétés bien carac-
térisées.

La culture d’une lignée unique de cellules et l’isolement des sphéroïdes par rapport aux
tumeurs in vivo, dont le métabolisme reflète une grand pluralité d’acteurs (vascularisation,
interactions entre différents types de cellules, interaction avec le système immunitaire etc.),
n’a pas pour ambition de reproduire à l’identique la réponse des cellules à un stress initié
par l’oxygène singulet. Il permet néanmoins, contrairement aux mono-couches, de reproduire
les hétérogénéités liées à la diffusion des espèces (dioxygène, nutriments, PS etc.) dans des
structures tri-dimensionnelles.

2.1.1.3 Propriétés physico-chimiques des sphéroïdes

Les sphéroïdes partagent deux propriétés physico-chimiques fondamentales des tumeurs : la
présence de gradients de concentration d’espèces chimiques dans le sphéroïde, conséquence de
la diffusion des espèces, et la distribution hétérogène de la lumière dans des tissus exposés, due
à l’absorption et à la diffusion de la lumière.

Diffusion des espèces chimiques. Les espèces chimiques présentes dans le milieu extra-
cellulaire : dioxygène, nutriments, drogues, photo-agents etc., diffusent avec un coefficient qui
leur est propre. L’équilibre entre la diffusion des espèces et leur consommation et/ou l’assimi-
lation par les cellules crée des gradients de concentration. Les cellules au cœur des sphéroïdes
sont exposées à des concentrations inférieures d’espèces par rapport aux cellules en périphérie.
Plus un sphéroïde est gros, plus les concentrations d’espèces en son cœur sont faibles. Ainsi,
lors d’un traitement, la distribution de drogues ou de photo-agents n’est pas homogène dans
un sphéroïde [17;27;136]. Dans le cas, par exemple, des photo-agents E-combretastatines dans des
sphéroïdes de mélanomes [136], dès une distance de 75 µm à la surface des sphéroïdes, la concen-
tration de photo-agents est divisée par 3 par rapport à la concentration en surface. L’efficacité
du traitement a ainsi une composante spatiale. La fluence laser nécessaire pour garantir la mort
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des cellules au cœur des tumeurs est supérieure à la fluence nécessaire pour tuer les cellules en
surface.

Absorption et diffusion de la lumière. Les tissus vivants sont des objets diffusants [137].
Chaque cellule est composée d’éléments allant du nanomètre (petites molécules, lipides, pro-
téines) au micromètre (organites). La lumière traversant les cellules est ainsi partiellement ab-
sorbée et déviée lorsque la longueur d’onde est du même ordre de grandeur que les constituants
de la cellule. La pénétration de la lumière, et la distribution spatiale de la fluence dans un tissu,
sont des enjeux en photo-thérapie comme en imagerie. Les photo-agents utilisés en PDT sont
généralement excités à 600-800nm. Les coefficients d’absorption et de diffusion de différents
tissus biologiques dans le visible et le proche infra-rouge sont présentées dans la revue de S.L.
Jacques [125]. A ces longueurs d’onde, la propagation de la lumière est fortement perturbée. Un
état de l’art (2016) des techniques utilisées pour contourner les contraintes de pénétration de la
lumière est présenté dans la revue de S. Mallidi et al. [138]. Parmi les solutions proposée, l’uti-
lisation de fibre optiques pour guider la lumière jusqu’à la tumeur, de sources laser bi-photon
afin d’augmenter la pénétration de la lumière, de sources laser pulsées plutôt que continues
afin d’augmenter la fraction de cellules mortes, ou encore d’administrer la dose de lumière au
patient de manière fractionnée, au moyen de plusieurs irradiations successives, afin de limiter
la déplétion en dioxygène dans les tissus.

2.1.1.4 Biologie des sphéroïdes

Afin de garantir leur survie et leur prolifération, les cellules ont besoin d’accès à du dioxygène
et des nutriments. Les cellules exposées à une concentration en dioxygène réduite arrêtent de
proliférer. Si la concentration en dioxygène diminue en deçà d’un certain seuil, les cellules sont
en anoxie et meurent. Typiquement, un cœur nécrotique apparaît dans les sphéroïdes de plus de
400-500 µm de diamètre. On peut noter également que le profil de concentration en dioxygène
en fonction de la distance à la surface du sphéroïde dépend du type cellulaire [126;128–130].

En plus des gradients d’oxygène et de nutriments, l’organisation en sphéroïde modifie la
structure des cellules par rapport à la culture en mono-couches. La présence accrue de molécules
d’adhésion sur les membranes des cellules, telles les E-cadhérines, integrines, syndécanés et mo-
lécules d’adhésion des cellules épithéliales [139], accompagnée d’une capacité accrue des cellules à
migrer [139], permet aux cellules cancéreuses d’acquérir certaines propriétés caractéristiques des
tumeurs. Cette organisation tridimensionnelle altère en outre l’expression de nombreux gènes et
donc du métabolisme [140–142]. Par exemple, pour les cellules MCF-7, les taux de consommation
de glucose et de dioxygène sont respectivement 5 [143] et 2 [139] fois plus élevés dans un sphéroïde
que dans des mono-couches, et se rapprochent ainsi des paramètres in vivo. Ces différences pour-
raient potentiellement avoir un impact significatif sur les capacités anti-oxydantes des cellules
et donc la réponse à un stress initié par 1O2.

2.1.2 Traitement PDT et sphéroïdes

La différence de réponse de modèles cellulaires bi- et tri-dimensionnels à une génération indi-
recte de l’oxygène singulet, par photo-thérapie dynamique, est l’objet de nombreuses études [27–31].
Ces études vont servir de points de départ pour identifier les questionnements associés à la ré-
ponse des cellules à une quantité donnée d’oxygène singulet.

2.1.3 Réponse à un traitement PDT de mono-couches et de sphéroïdes dans
la littérature

Il se dégage d’études [27–31] comparant la réponse in vitro de sphéroïdes et mono-couches
trois conclusions principales :
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1) la mort des cellules à un stress oxydant est fortement conditionnée (plus d’un ordre de
grandeur d’écart sur les doses létales) par le type cellulaire et la nature du photo-agent
utilisé.

2) Les sphéroïdes sont globalement plus résistants que les cellules cultivées en mono-couches.
c’est-à-dire qu’a traitement équivalent (même photo-agent, même concentration de photo-
agent incubée avec les cellules, même intensité laser et durée d’irradiation), la fraction de
cellules mortes obtenues dans des sphéroïdes est plus faible que la fraction de cellules
mortes en mono-couches.

3) La résistance augmente avec le diamètre du sphéroïde. Pour des cellules humaines du
colon, les sphéroïdes de diamètre D=100 µm,250 µm et 500 µm sont respectivement 1.8,
2.5 et 22 [27] fois plus résistant que les mêmes cellules en mono-couches. Pour des cellules
humaines du sein, les sphéroïdes de diamètre D=95 µm et 150 µm sont respectivement 2
et 4 [28] fois plus résistants.

Dans les études citées, la dose est définie comme la fluence délivrée par la source de lumière.
L’intensité à laquelle sont exposés les sphéroïdes est considérée spatialement homogène. Cet
effet est obtenu en irradiant les sphéroïdes avec une source LED de diamètre DL très supérieur
à celui des sphéroïdes, eux-mêmes de diamètre de l’ordre de 100-500µm. La dose létale est
définie comme la fluence à laquelle 50% des cellules irradiées meurent. La mort des cellules
est généralement caractérisée à l’aide d’un marquage fluorescent. Pour mesurer la fraction de
cellules mortes dans un sphéroïdes, le sphéroïde est entièrement dissocié (généralement 24h
après irradiation) et des marqueurs fluorescents utilisés pour évaluer la viabilité de chaque
cellule individuelle. Nous venons d’établir que les cellules en surface et au centre des sphéroïdes
ne sont pas exposées à la même concentration en dioxygène, ou en photo-agent. Ainsi, la quantité
d’oxygène singulet générée dans les cellules dépend de leur distance à la surface du sphéroïde. Il
est donc difficile d’interpréter la différence de fraction de mort entre une population de cellules
en mono-couches dans laquelle est générée une quantité homogène d’oxygène singulet, et une
population de cellules d’un sphéroïde dissocié.

Dans le but de quantifier la production d’1O2, d’autres études ont mesuré le taux de produc-
tion d’oxygène singulet in vitro dans des sphéroïdes [32;34] ou des mono-couches [19], mais n’ont
pas comparé les deux modèles. Dans ces études la dose létale est définie par la concentration
cumulée associée à une fraction de cellules mortes de 1/e (36%) [19] ou 50% [32;34].

Des concentrations cumulées d’oxygène singulet létales obtenues dans la littérature sont
rassemblés tableau 2.1. Les concentrations cumulées estimées sont comprises entre 0.3 et 10mM.
T.H. Foster et al. ont de plus appliqué leur modèle [32] à des études précédentes (sur d’autres
lignées cellulaires et avec d’autres photo-agents) et estimé des doses létales de 0.9 et 22mM. Afin
de compléter ce tableau, nous avons de plus estimé des doses létales à partir de valeurs de fluences
létales de la littérature (références marquées d’une astérisque * dans la table). En première
approximation, la concentration cumulée [1O2]C est estimée en utilisant l’équation (2.1). Les
concentrations cumulées ainsi obtenues sont comprises entre 1 et 40mM, soit globalement du
même ordre de grandeur.

[1O2]C =σΦ∆
hν

[PS] I ∆t (2.1)

L’efficacité du photo-agent est caractérisé par sa section efficace σ et son rendement quantique
Φ∆ du photo-agent. hν est l’énergie d’un photon à la longueur d’onde d’excitation. La dose de
lumière (fluence) est définie par l’intensité laser I et la durée d’irradiation ∆t. Enfin, dans cette
équation, la concentration de PS dans les cellules,[PS], est considérée égale à la concentration in-
cubée avec les cellules et constante pendant l’irradiation. Les phénomènes de photo-blanchiment
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Cellules [1O2]C 2D [1O2]C 3D PS (µm) Φ∆ σ I ∆t

[19] MLL 1.3-1.8 - mTHPC (0.7) 0.30-0.43 0.13 2-22 0.5-5
[32] EMT6/Ro - 0.3 Photofrin (8.5) 0.9 0.30 25-200 5-40
[34] Colo 26 - 7.8 +/- 2.2 mTHPC (7.3) 0.30-0.43 0.13 5-90 1-150
[33]* EMT6/Ro - 40 Photofrin (8.5) 0.9 0.3 25-200 5-40

[28]* T47D 10 20/40** MB (10) 0.52 [46] 0.14 [43] 12 0-60

[29]* PANC1 1.5 4 BPD (1) ∼0.80 [43;45] 0.06 [45] 50-100 ∼ 5

Table 2.1 – Estimation de la concentration cumulée d’1O2 létale ([1O2]C , en mmol/L)
en PDT in vitro. Les cellules sont des lignées mammifères cancéreuses (MLL : prostate rat,
EMT6/Ro : mammaire souris, Colo 26 : colon souris, T47D : sein humain, et PANC1 : pancréas
humain). "2D" : cellules cultivées en mono-couches, "3D" : sphéroïdes, "PS" : photo-agent et
concentration incubée (en µm), "σ" : section efficace du photo-agent dans de l’eau (x10−15 cm2).
"Φ∆" : rendement quantique du photo-agent. "I" (mW/cm2) : intensité laser. ∆t (min) : durée
d’irradiation. * : Estimation de la quantité d’1O2 (la concentration cumulée n’est pas évaluée
dans la publication) ** : Concentration cumulée [1O2]C pour des petits sphéroïdes (diamètre
D=95 µm) et des sphéroïdes plus gros D=150 µm. [29] : diamètre D=700-1000 µm, [32–34] :
D=500 µm. Abréviations pour les photo-agents : mTHPC : meta-tetra-(hydroxyphenyl)chlorin,
MB=methylene blue. BPD= benzoporphyrin derivative monoacid ring A. Les photo-agents sont
irradiées à des longueurs d’ondes comprises entre 620 et 690nm.

sont donc ici négligés. La concentration de dioxygène est de plus considérée suffisante pour que
[1O2]C ne soit uniquement déterminé par [PS]. Ces nombreuses hypothèses permettent d’avoir
une estimation de l’ordre de grandeur de la concentration cumulée seuil.

Ainsi, les valeurs obtenues tableau 2.1 permettent de constater que le type cellulaire et la
nature du photo-agent ont un impact fort sur la dose d’1O2 létale. Aucune conclusion ne peut
être tirée en comparant sphéroïdes et mono-couches de lignées cellulaires différentes. Lorsque le
même protocole de PDT est appliqué sur des cellules de même lignée cultivées en mono-couches
ou sphéroïdes, les doses létales estimées à partir des fluences létales données est plus élevée
dans les sphéroïdes. Toutefois, cette dose létale estimée ne prend pas en compte, notamment, le
gradient en dioxygène dans les sphéroïdes, à l’origine d’une production d’1O2 plus faible comparé
à la production en mono-couches. Ainsi la dose d’1O2 en sphéroïdes est surestimée. Remarquons
que lorsque nous comparons pour le même protocole PDT [32;33] la dose estimée en évaluant les
gradients de concentration en dioxygène et de PS dans des sphéroïdes de 500 µm de diamètre
([1O2]=0.3mM) et la dose estimée à partir de la fluence létale au moyen de l’équation (2.1)
([1O2]=40mM), la différence obtenue est de deux ordres de grandeur. L’équation (2.1) n’est
donc pas adaptée à une évaluation quantitative de la dose.

Enfin, in vivo sur des modèles murins, les concentrations cumulées létales estimées [20;36]
sont de l’ordre de 0.1-1mmol. Le nombre de paramètres qui diffèrent entre les études comparées
ici est trop élevé pour conclure sur une éventuelle différence entre la réponse de cellules à une
même concentration cumulée d’oxygène singulet entre les cultures in vitro et les tumeurs in
vivo. Nous allons dans la suite de cette thèse utiliser les valeurs de la littérature comme point
de comparaison.

2.1.4 Dose d’oxygène singulet et physico-chimie en PDT

Nous venons d’établir une première estimation des concentrations cumulées létales d’1O2
à partir d’études de la littérature, et d’illustrer les limites de l’estimation quantitative de la
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dose d’1O2 à partir de la fluence et concentration en photo-agents seul dans des sphéroïdes.
Résumons ici les paramètres associés à l’estimation quantitative de la dose de 1O2 générée dans
des sphéroïdes irradiés en PDT.

Nous avons décrit dans le chapitre précédent les interactions entre PS, dioxygène, oxygène
singulet et substrat biologique qui déterminent le taux de production d’1O2. Retenons que la
concentration cumulée [1O2]C dépend de l’intensité laser I, de la concentration de photo-agents
[PS] et de la concentration de dioxygène dissous [3O2]. Dans les sphéroïdes, ces trois paramètres
ont une dépendance spatiale. Les propriétés d’absorption et de diffusion de la lumière affectent
la distribution de l’intensité laser I, et un gradient de [3O2] et de [PS] s’établit entre la surface et
le cœur des sphéroïdes. A ces considérations s’ajoute la dégradation des PS suite aux processus
de photo-blanchiment. Ainsi, l’information sur la concentration moyenne de PS avec laquelle
sont incubés les sphéroïdes et la fluence F=I0 ×∆t, avec I0 l’intensité en sortie du laser et ∆t
la durée de l’irradiation, ne suffisent pas à estimer le taux de production d’oxygène singulet.

Le gradient de concentration de dioxygène dans le sphéroïde est couplé avec des questions
associées à la déplétion en dioxygène pendant la génération de 1O2 par photo-production. De
nombreuses études sur des tumeurs in vivo [144–146] et des sphéroïdes in vitro [33;147;148] montrent
que pour une fluence donnée, réduire l’intensité laser et augmenter le temps d’irradiation permet
d’augmenter la fraction de cellules mortes et donc l’efficacité du traitement. Cette différence est
attribuée principalement à la déplétion en dioxygène à proximité des PS. Cette information
nous montre la limite de l’utilisation de la concentration cumulée [1O2]C comme seul critère
de définition de la dose : la réponse des cellules est également fonction du taux de production
d’1O2.

Au vu de ces résultats, il semble conseillé de travailler avec des intensités d’irradiation
faibles et de prolonger la durée des expériences. Toutefois, une expérience de M.S. Mathews et
al. [147] montre les limites de ce raisonnement. En effet, sur des sphéroïde de cellules humaines
tumorales du cerveau, un seuil minimal d’intensité létal Imin=0.3 µW/cm2 est établi. Pour
I=Imin de la mort cellulaire est constatée pour une irradiation de 12h. Pour I< Imin, quelque-
soit la durée d’irradiation, aucune mort cellulaire due à la génération d’oxygène singulet ne
sera observée. La taux de production d’oxygène singulet pour I=Imin est de l’ordre de 0.1 nm/s,
soit une production proche de la production basale d’autres ERO (NO., O.−

2 , H2O2...) par les
cellules [149–151], comprise entre 0.1 et 100 nM/s en fonction du type cellulaire et de l’ERO
considérée. Il est donc possible que le métabolisme redox des cellules soit, pour de tels taux de
production, en mesure d’empêcher l’accumulation d’1O2 jusqu’à des concentrations toxiques.

En résumé, afin d’interpréter la mort cellulaire observée dans des sphéroïdes, il est nécessaire
de différencier les effets liés aux propriétés physiques de la lumière (diffusion et absorption), à
la diffusion des espèces chimiques (dioxygène et photo-agents), et les effets biologiques liés au
métabolisme et aux capacités antioxydantes des cellules.

2.1.5 Photo-excitation directe du dioxygène et dose d’1O2 dans un sphéroïde

L’excitation directe de l’oxygène autours de 1270nm permet de générer de l’oxygène singulet
sans l’intermédiaire de photo-agents. L’absence de photo-agents permet de s’affranchir des in-
certitudes dues à l’assimilation de PS par les cellules, aux concentrations locales de PS à échelle
d’une cellule, à la diffusion des PS dans des sphéroïdes, et au photo-blanchiment des PS. Il est
ainsi plus simple d’estimer le taux de production d’oxygène singulet.

Rappelons l’équation associée à la concentration cumulée d’oxygène singulet générée [1O2]C
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(équation (1.12) dans le chapitre d’introduction).

[1O2]C =σ1270nm
hν

∫ tf

t=0
I[3O2] dt

La concentration de dioxygène dissous dans les cellules [3O2], et l’intensité laser I ont une
dépendance spatiale, comme décrit dans la section précédente. Nous devons estimer les gradients
de dioxygène et d’intensité laser, afin comparer la réponse de cellules en sphéroïdes et en mono-
couches à une dose équivalente de 1O2.

Les profils spatiaux attendus associés aux paramètres I et [3O2] sont schématisés figure 2.2.
Une première approximation du gradient en dioxygène dans les sphéroïdes est estimée avec le
modèle mathématique développé par D.R. Grimes et al. [126]. Ce modèle propose une solution
analytique à l’équation de réaction-diffusion dans un sphéroïde sphérique de diamètre D. La
concentration est mesurée à distance z à la surface du sphéroïde. Lorsque z=D, la totalité du
sphéroïde a été traversée.

(a) (b) (c)

Figure 2.2 – Schémas illustrant la distribution spatiale de la concentration de di-
oxygène dissous [3O2] et de l’intensité laser I dans un sphéroïde. Ces paramètres
déterminent la concentration d’1O2 généré par irradiation laser. Figure (a) Simulation de la
concentration de dioxygène [3O2] en fonction de la distance z à la surface du sphéroïde, et
du diamètre D du sphéroïde (modèle développé par D.R. Grimes et al. [126], avec un taux de
consommation en dioxygène des cellules de 25 µm/s). [3O2]0 : concentration de dioxygène en
surface du sphéroïde. Figure (b) Schéma illustrant la diffusion de la lumière par un sphéroïde.
Les photons sont déviés au contact des cellules. En sortie du sphéroïde, le faisceau n’est plus
nécessairement Gaussien. L’intensité IS au niveau de l’axe du laser dépend de l’épaisseur z du
sphéroïde et du coefficient de diffusion de la lumière α (en mm−1) associé au type cellulaire.
Figure (c) Schéma illustrant l’absorption de la lumière par un sphéroïde. L’intensité initiale
laser I est réduite lors de la traversée d’un sphéroïde d’épaisseur z. La proportion d’intensité
absorbée dépend du coefficient d’absorption a (en mm−1).

Résumons les objectifs de ce chapitre. Nous souhaitons comparer la réponse de mono-couches
et sphéroïdes à une même dose de 1O2, et comparer les doses seuil mesurées avec les valeurs de
la littérature. Pour ce faire, nous devons estimer le taux de production d’oxygène singulet dans
des sphéroïdes. Nous allons dans un premier temps mesurer expérimentalement un coefficient de
diffusion de la lumière à 1270nm et simuler mathématiquement la propagation de la lumière dans
un sphéroïde. Dans un second temps, nous simulons la consommation en dioxygène des cellules
MCF-7, la diffusion du dioxygène dans les sphéroïdes et la déplétion associée à l’irradiation
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laser. Ainsi, nous pourrons associer un taux de production Γ(r,z) d’oxygène singulet à chaque
point des sphéroïdes et mesurer la mort cellulaire associée.

2.2 Protocoles et méthodes
Cette section décrit les protocoles et dispositifs utilisés dans le cadre de notre étude, et les

méthodes associées à la simulation de la propagation de la lumière et à l’estimation des gradients
en dioxygène dans les sphéroïdes.

2.2.1 Dispositif expérimental

Le dispositif d’irradiation doit assurer plusieurs fonctions : l’irradiation laser des cellules, le
maintien des cellules à température et dans une atmosphère adaptée, et l’imagerie des cellules
pendant l’irradiation et jusqu’à 48h après irradiation. Le montage expérimental est schématisé
figure 2.3.

L’irradiation à 1273nm est assuré par un laser Raman [5] à fibre accordable autour de 1270nm,
permettant de délivrer des puissances de l’ordre d’une centaine de mW au niveau des cellules. Le
faisceau laser gaussien traverse un objectif de microscope 20X (Nikon, ON=0.4) avec un rayon à
1/e2 (waist) ω=40 µm. L’objectif 20X sert également pour l’imagerie des cellules. Les images des
cellules sont prises par une caméra (Hamamatsu C11440-22CU) pendant et après l’irradiation
laser, de manière automatisée. Les images par transmission en lumière blanche permettent
d’obtenir l’aspect général du tapis de cellules ou des sphéroïdes. Les images par fluorescence
permettent de mesurer le signal fluorescent renvoyé par le marqueur de mort cellulaire CellTox
GreenTM (Promega), dont le fonctionnement est présenté plus en détail par la suite.
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(a) (b)

Figure 2.3 – Montage expérimental pour l’irradiation et le suivi de la réponse cel-
lulaire à 1O2. Des cellules MCF-7 (cellules humaines cancéreuses du sein) sont cultivées en
mono-couches (2D) et en sphéroïdes (3D), et irradiées avec un laser 1270nm. La mort cellulaire
est caractérisée par le marqueur CellTox Green (Ex/Em : 480nm/530nm). Figure (a) La boîte
de culture est intégrée à un incubateur qui maintient les cellules à 37 ◦C dans une atmosphère
controlée (21% O2, 5% de CO2 et 74% de N2) afin de suivre les cellules irradiées par imagerie (en
lumière directe et par fluorescence) sur plusieurs jours. L’incubateur est lui-même placé sur un
plateau de microscope XYZ automatisé, qui permet d’irradier et d’imager de multiples champs
de cellules sur une même boîte de culture. Figure (b) Les sphéroïdes sont irradiés dans une
boîte de culture divisée en compartiments avec des inserts en silicone. Chaque compartiment de
(l×L×h) 7mm×4mm×5mm, et 100 µL, contient un sphéroïde.

2.2.1.1 Irradiation de mono-couches

La cellules sont cultivées en mono-couches est dans du milieu DMEM (’Dulbecco’s Modified
Eagle Medium’ avec 4.5g/L de glucose) supplémenté de 10% de sérum fœtal de veau, 1% de
glutamine et 0.5% d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Tous les composants sont achetés
chez Lonza. Le milieu de culture est remplacé tous les 2-3 jours et les cellules passées avec une
solution de Trypsine-EDTA (0.25%) lorsqu’elles atteignent une confluence de 70-80% (détails
en annexe A).

2-4 jours avant l’irradiation laser, les cellules MCF-7 sont ensemencées dans des boites de
culture (format P35), afin d’avoir une confluence moyenne de 40 à 60% au moment de l’irradia-
tion. Les zones irradiées sont des tapis continus de cellules. Le milieu de culture est remplacé
environ 1h avant l’irradiation par du milieu neuf auquel est ajouté 1X de fluorophore CellToxTM
Green. Les molécules CellToxTM Green ne peuvent pas traverser la membrane cellulaire et ne
fluorescent donc pas au contact de cellules vivantes. Lorsque l’intégrité de la membrane cellu-
laire est compromise, phénomène caractéristique de la mort cellulaire, CellToxTM Green pénètre
dans la cellule, se fixe sur les molécules d’ADN, et émet un signal fluorescent (maximum d’ex-
citation/émission : 480nm/530nm).

Les cellules cultivées en mono-couches sont irradiées dans un incubateur portable placé
sur le microscope, et suivies par imagerie pendant plusieurs jours. Cet incubateur permet de
contrôler la température et l’atmosphère dans la boite de culture afin de maintenir les cellules
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dans des conditions physiologiques. Les cellules sont irradiées à température ambiante afin de
limiter l’élévation de la température due à l’absorption à 1270nm. La température de la boite
de culture est augmentée à 37 ◦C après la fin de l’irradiation. Les cellules sont imagées pendant
l’irradiation, et toutes les 20 minutes pendant 24 à 60h. Nous mesurons ainsi la cinétique des
processus de mort.

Un plateau motorisé permet d’irradier et d’imager plusieurs champs de cellules de manière
automatisée. Le plateau permet également de maintenir les cellules dans le plan focal de l’objectif
du microscope et d’éviter une dérive de l’image. L’interfaçage entre le plateau, le laser et la
caméra est fait au moyen du logiciel LabView.

2.2.1.2 Irradiation de sphéroïdes

Afin d’obtenir des sphéroïdes, 1000 à 8000 cellules (+/- 10%) sont ensemencées dans des
plaques 384 puits à très faible adhésion (Corning, "ULA plates"). Ces cellules s’agrègent en
sphéroïdes individuels (1 puits = 1 sphéroïde). Les sphéroïdes sont cultivés 6 à 12 jours avant
irradiation. Les sphéroïdes irradiés font 150 à 450 µm de diamètre, afin d’être suffisamment
gros pour être manipulés et suffisamment petits pour ne pas avoir de cœur nécrotique. Des
informations supplémentaires sur le protocole de culture, la croissance des sphéroïdes et leur
caractérisation, sont données annexe A. Le milieu de culture des sphéroïdes (identique à celui
des cellules cultivées en mono-couches) est remplacé environ 1h avant l’irradiation par du milieu
neuf contenant 1X du fluorophore CellTox Green.

Les sphéroïdes sont transférés avant l’irradiation dans des boites de culture de format P35
à fond non-adhérent (Sarstedt 94.6077.333). Le fond non-adhérent est une membrane "Lu-
mox" de 50 µm d’épaisseur, perméable aux gaz. La boite de culture est divisée en comparti-
ments individuels (jusqu’à 12) à l’aide d’inserts en silicone (Ibidi). Chaque compartiment de
7mm×4mm×5mm (l×L×h) et 100 µL de volume accueille un unique sphéroïde. Trois compar-
timents sont dédiés à des sphéroïdes non-irradiés qui servent de contrôles. Les sphéroïdes sont
irradiés, comme les mono-couches, à température ambiante. Les sphéroïdes ne sont pas (hormis
pour quelques expériences longues de cinétique de mort) irradiés dans l’incubateur placé sur le
microscope. Le faible volume de milieu de culture dans les inserts et l’évolution de la position
des sphéroïdes (les sphéroïdes sortent du champs de la caméra) ne se prêtent pas à un suivi sous
microscope de longue durée. Après l’irradiation, les sphéroïdes sont par conséquent placés dans
un incubateur et ressortis toutes les 24h pendant 72h pour prendre des images en contraste de
phase et de fluorescence afin de mesurer la mort cellulaire.

2.2.1.3 Laser et paramètres d’irradiation

Contrairement aux études citées jusqu’à présent, le faisceau laser utilisé pour exciter le
dioxygène est à profil gaussien. Dans la littérature, il est plus courant d’exposer les cellules
à une source laser à profil d’intensité spatialement homogène [28;29] et donc de multiplier les
irradiations pour exposer les cellules à des concentrations différentes de 1O2, et déterminer le
lien entre dose et réponse cellulaire. Un faisceau laser gaussien permet d’exposer une même
population de cellules à différentes concentrations d’1O2. Plus les cellules sont éloignées de
l’axe du faisceau, plus le taux de production d’1O2 est faible (figure 2.4). Dans la mesure où
l’intensité maximale du faisceau est suffisante pour générer une dose létale de 1O2 au niveau de
l’axe du laser, une unique expérience suffit pour estimer le taux de production d’1O2 minimal
pour provoquer de la mort cellulaire.

Nous irradions des sphéroïdes de diamètre D=150 à 450 µm. Un faisceau de waist ω =40 µm
est choisi pour l’irradiation, afin d’avoir ω < D/2 et de ne tuer que les cellules proches de
l’axe du laser (et non pas toutes les cellules en surface des sphéroïdes). Plus ω est petit, plus, à
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(a) (b)

Figure 2.4 – Schéma de l’irradiation avec un faisceau gaussien. Schéma de l’intensité
laser (en niveaux de gris, noir = intensité maximale), et donc du taux de production d’1O2 dans
des cellules cultivées en figure (a) monocouches (2D) et figure (b) sphéroïdes, en fonction de
leur distance à l’axe du faisceau laser.

puissance laser P égale, l’intensité I au niveau de l’axe du laser sera importante (équation (2.2)).
Le waist ω(z) traduit la divergence du faisceau à distance z du plan de focalisation du laser.

I(r, z) = 2 P

πω(z)2 e
−2 r2

ω(z)2 (2.2)

Le faisceau laser peut être considéré parallèle sur l’épaisseur du sphéroïde : pour ω =40 µm, la
longueur de Rayleigh est de zR=4mm, soit environ 10x le diamètre des sphéroïdes. L’intensité
I(r,z) laser (en W/cm2) ne dépend donc que de la distance r des cellules à l’axe du faisceau
(équation (2.3)).

I(r) = 2 P

πω2 e−2 r2
ω2 (2.3)

Les cellules sont irradiées avec une puissance de l’ordre de P=100mW soit I(0)= 4kW/cm2. Ceci
correspond à un taux de production d’oxygène singulet de l’ordre de Γ = 100mM/s au niveau
de l’axe du laser. Γ est multipliée par 1/e2 (=0.135) à une distance de r=ω de l’axe. La durée
d’irradiation des cellules varie de 5 à 60 minutes en fonction des expériences.

Nous avons vu précédemment que la propagation de la lumière et la diffusion des espèces
dans les sphéroïdes affectent le taux de production d’oxygène singulet. Nous allons donc chercher
à caractériser ces effets dans un sphéroïde.

2.2.2 Interaction de la lumière à 1270nm avec des sphéroïdes

Nous souhaitons simuler la propagation de la lumière dans les sphéroïdes afin d’estimer
l’intensité laser en chaque point du sphéroïde. Pour ce faire, il est nécessaire de déterminer les
paramètres caractéristiques associés à l’absorption et la diffusion de la lumière pour des cellules
MCF-7 à 1270nm.

L’absorption de la lumière créée de plus une augmentation locale de la température. Des
expériences contrôles permettent de confirmer que la mort cellulaire observée n’est pas la consé-
quence d’un stress thermique.
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2.2.2.1 Absorption

Quatre [125;137] composants conditionnent les propriétés d’absorption de la lumière des cel-
lules : l’eau (∼70% du volume total), la mélanine, les lipides et l’hémoglobine (oxygénée et
non-oxygénée). Pour une longueur d’onde λ=1270nm, l’eau a un coefficient d’absorption de αA
= 1 cm−1 [125;137;152], légèrement plus élevé que celui des graisses, et plus élevé d’un facteur >10
que les autres composants. L’absorption d’un sphéroïde est donc assimilé à celle d’un volume
d’eau équivalent. Soient P(z) (en W) et I(z) (en W/cm2) respectivement la puissance et l’in-
tensité laser mesurée après la traversée d’un sphéroïde d’épaisseur z. Leur évolution est décrite
par l’équation (2.4).

P (z)
P (0) =I(z)

I(0) = e−αAz (2.4)

Pour αA = 1.0 cm−1, à travers un sphéroïde de z=500 µm, I(z)I(0)=0.95. L’absorption crée ainsi
un gradient d’intensité laser de moins de 5%. L’effet sur l’intensité est minime. L’absorption à
1270nm crée toutefois une augmentation locale de la température. Intéressons nous aux effets
de cette augmentation avant de mesurer le diffusion de la lumière.

2.2.2.2 Effets thermiques

A 1270nm, l’eau des cellules est le composant le plus absorbant. Cette absorption se traduit
par une augmentation locale de la température, proportionnelle à la puissance et au diamètre
du faisceau laser. Au delà de 40 ◦C [153], la température provoque un stress thermique pour
les cellules qui peut être létal. Afin de limiter le stress produit, les cellules sont irradiées à
température ambiante (20-25 ◦C). Nous n’avons pas mesuré directement l’élévation locale de la
température liée à l’irradiation, nous nous sommes contentés d’évaluer la mort cellulaire associée
à un stress thermique équivalent.

La cytotoxicité d’un éventuel stress thermique est évaluée en irradiant les cellules à 1241nm.
Le coefficient d’absorption de l’eau (et des autres composants de la cellule [137]) est très proche de
celui à 1270nm (figure 2.5a). Le stress thermique engendré est donc comparable. Des résultats
obtenus par notre groupe avant le début de cette thèse ont permis d’établir que le taux de
production d’1O2 à 1241nm est divisé par 10 à 20 : A. Sivery et al. [1], ont mesuré l’efficacité
de la transition 3O2 → 1O2 à différentes longueurs d’ondes autour de 1270nm, dans différents
solvants. La figure 2.5b reproduit le spectre d’absorption mesuré (normalisé) de la transition
dans de l’éthanol, et superpose à ce spectre la fraction de cellules mortes mesurée pour des
paramètres d’irradiation donnés (faisceau gaussien de diamètre 0.5mm et d’intensité maximale
I0= 100 W/cm2, durée d’exposition de 3h), dans une zone de 200 µm de rayon autour de l’axe
du laser. Ainsi, on voit que la fraction de cellules mortes est cohérente avec l’efficacité de la
transition 3O2 → 1O2.

Lors d’études antérieures à cette thèse, avec la même source laser et la même lignée de
cellules [3;4], la température a été expérimentalement mesurée et les résultats comparés avec
des simulations mathématiques des profils thermiques. Le maintien des cellules à température
ambiante (21 ◦C) pendant l’irradiation laser permet de garantir que l’élévation locale de la
température ne provoque pas de mort ou d’altération de la morphologie des cellules.

Dans cette thèse, des expériences d’irradiation contrôle à 1241nm permettent de confirmer
que la mort cellulaire mesurée à 1270nm dans les conditions d’irradiation testées est due à
l’oxygène singulet. De la mort liée au stress thermique est observée dans les sphéroïdes pour
une irradiation de durée ∆t>30min avec une puissance laser P=300mW et des faisceaux laser
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(a) (b)

Figure 2.5 – Spectre d’absorption de l’eau et transition 3O2 → 1O2 à 1270nm. Figure
(a) Spectre d’absorption de l’eau dans le proche infrarouge. Les coefficients d’absorption αA
à 1241 et 1270nm sont très proches (1.15 et 1.1 cm−1 respectivement). Graphe tracé avec les
données expérimentales obtenues par K.F. Palmer et D. Williams [152]. Figure (b) En rouge la
fraction expérimentale de cellules mortes dans une zone r∼200 µm centrée sur l’axe du faisceau
laser, pour une irradiation de 3h à intensité Imoy ∼25 W/cm2, en noir le spectre d’absorption
normalisé au maximum, correspondant à la transition 3O2 → 1O2 du dioxygène dissous dans de
l’éthanol. Plus la valeur est élevée, plus la production d’oxygène singulet est importante. Ces
courbes ont été obtenues dans des travaux antérieurs publiés par notre groupe [3].

de 0.5mm et 0.08mm de diamètre (intensités maximales I0=300 W/cm2 et 11 kW/cm2 respec-
tivement). Pour P=150mW (∆t jusqu’à 1h30), nous ne mesurons pas de mort inhabituelle. Les
sphéroïdes seront irradiés dans ce chapitre à P=100mW et ∆t≤1h.

En mono-couches, nous ne mettons jamais en évidence de stress thermique létal dans les
conditions testées (paramètres maximaux : P=300mW et ∆t=3h). Cette disparité est potentiel-
lement due au volume de milieu réduit dans lequel sont irradiés les sphéroïdes (inserts individuels
de 100 µL, à comparer à 3mL de milieu dans une boite de culture), et donc à l’augmentation
plus importante de la température lors de l’irradiation. Nous ne sommes toutefois pas en me-
sure d’exclure l’existence d’une synergie [154–157] entre un stress thermique non létal et le stress
oxydant, qui amplifierait potentiellement l’effet du stress oxydant.

2.2.2.3 Mesure expérimentale du coefficient de diffusion

Nous venons de voir que l’absorption a un effet faible sur la distribution de l’intensité laser
dans les sphéroïde, et qu’elle n’est pas à l’origine d’effets thermiques cytotoxiques pour les
paramètres d’irradiation testés. Afin de simuler la propagation de la lumière à 1270nm dans un
sphéroïde, nous mesurons dans un premier temps un coefficient de diffusion.

Les cellules sont irradiées avec un faisceau gaussien qui peut être considéré collimaté (lon-
gueur de Rayleigh zR = 4mm, 10 fois supérieure au diamètre des sphéroïdes). Le faisceau en
sortie d’un sphéroïde est un faisceau laser divergent. Le degré de cette divergence est déterminé
par le coefficient de diffusion αD (en mm−1). Soit P(z) la puissance laser en sortie d’un sphéroïde
d’épaisseur z. L’équation (2.5) décrit la relation entre P(z), z et αD.

P (z) = P (0) exp(−αDz) (2.5)

Pour obtenir une valeur de αD, nous mesurons la puissance P(z) du faisceau laser en sortie
d’un sphéroïde d’épaisseur z et calculons le ratio P(z)/P(0). Les sphéroïdes sont placés dans
les mêmes conditions que pour une expérience d’irradiation. P0 est mesurée en absence de
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sphéroïde (traversée de la boite de culture et des 100 µL de milieu). P (z)
P (0) est minimale lorsque le

faisceau laser est centré sur le sphéroïde et traverse ainsi la partie la plus épaisse du sphéroïde.
La position du sphéroïde est ajustée en temps réel pour localiser ce minima. Cette étape, qui
dure environ 20s, est également utilisée dans le cadre des expériences d’irradiation pour centrer
précisément le sphéroïde sur le faisceau laser.

L’équation (2.5) est exacte dans la mesure où le détecteur de puissance ne détecte que la
puissance émise à un angle 0 avec le faisceau laser incident. Nous détectons avec un angle
de collecte de 2θ=17◦ (figure 2.6), contraint par la taille du détecteur et la distance entre le
détecteur et le sphéroïde. Expérimentalement, nous mesurons αD(2θ) ∼ 24 cm−1 (figure 2.6c).

(a) Mesure P0 (b) Mesure P (z) (c) αD via P(z)/P(0)

Figure 2.6 – Mesure expérimentale du coefficient de diffusion αD (cm−1) par des
sphéroïdes. Figures (a,b) Schémas expérimentaux de la mesure de P (z)

P (0) , afin de calculer le
coefficient de diffusion αD des sphéroïdes. Figure (c) αD déduit des mesures obtenues (n=5
sphéroïdes par point de mesure). Au vu de l’angle de collecte de notre détecteur de puissance
(2θ=17◦), αD est sous-estimé d’un facteur 2.

Les fonctions de phase de Henyey-Greenstein [158;159] permettent d’obtenir une distribution
de probabilités des nouvelles directions que peut adopter un photon après avoir interagi avec une
particule diffusante. Ces fonctions permettent d’évaluer à quel point nous sous-estimons αD avec
un angle de collecte de 2.θ=17◦ (figure 2.6b). Pour ce faire, nous avons besoin de connaître le
coefficient d’anisotropie g de la diffusion dans nos sphéroïdes. Pour g=0, la diffusion est isotrope.
Plus g est proche de 1, moins la déviation des photons par rapport à leur direction d’origine est
importante. Nous n’avons pas mesuré g, et l’estimons à 0.9 au vu des valeurs obtenues dans la
littérature [125;160;161] pour différents tissus mammaires humains. Pour g=0.9, avec un angle de
collecte de 17◦ nous sous-estimons αD d’environ un facteur 2.

En conclusion, nous mesurons un coefficient de diffusion αD ∼48 cm−1. Ce coefficient est
très supérieur au coefficient d’absorption αA= 1 cm−1 : l’absorption a un effet négligeable sur
la distribution de l’intensité laser, comparé à la diffusion.

Comparons la valeur obtenue de αD aux valeurs de la littérature. Les tissus biologiques sont
caractérisés dans la littérature (valeurs rassemblées par Jacques et al. [160]) par leur coefficient
de diffusion réduit µD’ (équation (2.6)). Nous obtenons donc expérimentalement µD’= 4.8 cm−1

à λ=1270nm pour g=0.9.

µ′D = (1− g)αD (2.6)

Le coefficient de diffusion réduit est fonction de la longueur d’onde, et décroît entre le
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visible et le proche infra-rouge. Pour des tissus mammaires cancéreux [137;160], µD’∼ 4-14 cm−1
à λ=900 nm et 2-10 cm−1 à λ=1000 nm. La valeur obtenue de 4.8 cm−1 à 1270nm est en bon
accord avec les valeurs de la littérature.

2.2.2.4 Simulation de la propagation de la lumière

La propagation de la lumière à 1270nm dans des sphéroïdes est caractérisée par les coeffi-
cients d’absorption αA ∼1 cm−1, de diffusion αD ∼48 cm−1, et l’anisotropie g=0.9. A partir
de ces paramètres, nous pouvons simuler la propagation de la lumière par une méthode Monte-
Carlo [125;162]. Les résultats de simulation restent robuste à de faibles variations de g (0.85-0.95).

Simulation numérique par méthode Monte-Carlo. Il s’agit de transformer un problème
de diffusion de la lumière en problème balistique. Une distribution gaussienne de photons (en
nombre suffisant pour garantir la convergence du modèle) est tirée vers le sphéroïde avec une
direction parallèle à l’axe du laser. A chaque itération, les photons parcourent une distance de
100nm (soit 1/10 de la longueur d’onde). Une fraction de photons, déterminé par le coefficient
d’absorption αA, est absorbée. Une autre fraction, déterminé par le coefficient de diffusion αD
est diffusée. La nouvelle direction de propagation est calculée à partir de la fonction de phase de
Henyey-Greenstein [158;163]. Cette fonction, dans laquelle est injectée un angle θ aléatoire, déter-
mine la nouvelle direction de chaque photon dévié. L’anisotropie g conditionne la distribution
de probabilités de l’angle de déviation par rapport à la trajectoire initiale. Au bout d’un nombre
suffisant d’itérations pour que la simulation converge, nous obtenons une distribution spatiale
de l’intensité laser dans le sphéroïde.

Modèle géométrique des sphéroïdes. La simulation requiert de définir un modèle géo-
métrique de sphéroïdes. Nous mesurons sur les images de phase des sphéroïdes les dimensions
(grand axe, petit axe, hauteur) des sphéroïdes. La géométrie mesurée s’accorde avec un modèle
d’ellipsoïde symétrique (équation (2.7)), pour un ratio z∼0.6×D avec z l’épaisseur du sphéroïde
et D son diamètre. Le détail de ces mesures est présenté dans l’annexe A.3.6.

x2 + y2

R2 + z2

z2
s

= 1 (2.7)

Simulation de la distribution de l’intensité laser. Nous obtenons par simulation un
profil I(r,z) d’intensité laser dans les sphéroïdes. I(r,z) est estimé pour différentes valeurs de αD
(0, 35, 48, 70 et 100 cm−1) afin d’évaluer l’impact d’une erreur éventuelle sur la mesure de αD.
La figure 2.7 illustre l’impact de la diffusion et l’absorption de la lumière sur la distribution
spatiale de l’intensité laser, sur deux surfaces du sphéroïde. La surface dite "d’entrée" du faisceau
est la première en contact avec le laser, et la surface où le faisceau est le moins déformé. La
surface dite "de sortie" est diamétralement opposée à la première : le laser a traversé la totalité
du sphéroïde. Les sections que nous qualifierons de "surface" du sphéroïde sont les deux sections
transversales à 20 µm des sommets du sphéroïde, afin d’inclure une couche pleine de cellules.

Les valeurs (normalisées) de l’intensité I présentées ont été obtenues pour αD=70 cm−1, soit
une surestimation par rapport au αD expérimental. Les courbes en pointillés sur la figure 2.7
représentent le seuil de toxicité (intensité IS) pour une irradiation de durée ∆t=30min en
mono-couches (2D) (expériences présentées dans la partie résultat). Si l’on compare l’intensité
sur la surface d’entrée du sphéroïde pour un coefficient de diffusion αD=0 et αD=70 cm−1 les
intensités sont très similaires (différence de moins de 5%). Sur la surface de sortie, on a une
réduction significative de l’intensité laser. Pour un sphéroïde d’épaisseur 400 µm, l’intensité est
ainsi divisée par 3 avec un faisceau qui conserve un profil globalement gaussien.

28



(a) (b)

Figure 2.7 – Profils d’intensité I(r,z) obtenus par simulation de la propagation du
faisceau laser à 1270nm lors de la traversée d’un sphéroïde. Profil au niveau figure (a)
de la surface d’impact et figure (b) de la surface de sortie de sphéroïdes d’épaisseur z variable.
Coefficient de diffusion α =70 cm−1 (surestimation). La ligne en pointillés délimite l’intensité
seuil (IS) de toxicité associée à une irradiation de mono-couches de durée ∆t=30min. Dans les
coins supérieurs droit, le profil d’intensité pour les intensités proches du seuil est présentée.
Pour r>60 µm, I<IS .

2.2.3 Dépendance spatiale du taux de production de 1O2

A chaque cellule des sphéroïdes, nous pouvons désormais associer une intensité laser I(r,z).
Afin d’évaluer le taux de production d’oxygène singulet, nous devons également estimer le profil
de concentration de dioxygène dissous [3O2](r,z).

En l’absence de cellules, la concentration en dioxygène vaut [3O2]0=0.25 mM dans de l’eau
à 25 ◦C pour une atmosphère constituée à 21% d’oxygène [62]. Les cellules vivantes cultivées en
mono-couches consomment du dioxygène, à hauteur de 5 à 50×10−6 pmol.cellules−1s−1 [63;64],
en fonction du type cellulaire. Les cellules MCF-7 ont un taux de consommation qc de 30 10−6

pmol.cellules−1s−1, soit qc =20 µm s−1. En sphéroïdes, le taux de consommation en dioxygène de
cellules MCF-7 est deux fois plus élevé [139] qu’en mono-couches, soit qc=40 µm s−1. La densité
cellulaire des sphéroïdes (évaluée dans l’annexe A.3.6) est d’environ 0.6. Nous estimons ainsi qc
à 25 µm s−1 dans les sphéroïdes.

La photo-production d’oxygène singulet consomme également du dioxygène. L’évolution des
concentrations de dioxygène 3O2 et de l’oxygène singulet 1O2 sont décrite par les équations (2.8)
et (2.9), avec DO2 (en cm2/s) le coefficient de diffusion du dioxygène (et de l’oxygène singulet)
dans les sphéroïdes, qc (en M/s) la consommation en dioxygène dans les sphéroïdes, et γ[3O2]
(en M/s−1) le taux de production d’oxygène singulet.

d[3O2]
dt

= DO2∇2[3O2]− qc +K[1O2]− γ[3O2] (2.8)

d[1O2]
dt

= DO2∇2[1O2]−K[1O2]−Kox[1O2] + γ[3O2] (2.9)

Le coefficient K (en s−1) traduit la désexcitation de l’oxygène singulet par réaction avec le
solvant (eau). K=ln(2)/τ1O2 avec τ1O2=3.5 µs la demi-vie de l’oxygène singulet dans de l’eau
pure. L’oxygène singulet retrouve suite à cette réaction son état fondamental 3O2. Le coefficient
Kox caractérise les réactions de 1O2 dans le milieu de culture ou dans la cellule qui ne sont pas
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source de 3O2. Lorsque Kox=0, tout l’oxygène singulet généré se désexcite. La concentration en
dioxygène dans le sphéroïde est donc identique à celle d’un sphéroïde non irradié. Lorsque Kox

� K=1.98×105 s−1, tout l’oxygène singulet produit réagit avec les substrats biologiques. La
déplétion en dioxygène est alors maximale.

Nous simulons donc numériquement la concentration en dioxygène en faisant varier deux
paramètres : le coefficient de réaction Kox et le coefficient de diffusion DO2 dans les cellules
(figure 2.8). Le modèle géométrique des sphéroïdes et des information supplémentaires sur les
simulations sont données annexe C.2. Plus DO2 est faible et Kox grand, plus la déplétion en
dioxygène est importante et la différence de concentration entre la surface et le centre du
sphéroïde marquée.

Dans de l’eau pure ou le milieu de culture, le coefficient de diffusion du dioxygène vaut
DO2=2×10−5 cm2s−1. Dans les cellules, le coefficient est réduit et est compris entre 2 et 4×10−6

cm2/s [24]. La densité cellulaire des sphéroïdes (évaluée dans l’annexe A.3.6) est d’environ 0.6.
Le coefficient de diffusion du dioxygène moyen dans les sphéroïdes est donc a priori compris
entre 2×10−6 et 2×10−5 cm2s−1. Différentes valeurs de DO2 sont mesurées ou estimées dans
la littérature. G.E. Kapellos et al. [37] ont fait un état de l’art (2007) des coefficients obtenus
dans des tissus de mammifères, compris majoritairement entre 0.6 et1.0× 10−5 cm2 s−1. Dans
des sphéroïdes de 0.5mm de cellules murines (EMT6/Ro), T.H. Foster et al. [32] ont mesuré
DO2=1.46× 10−5 cm2 s−1.

(a) (b)

Figure 2.8 – Simulation numérique de la concentration en dioxygène dans des sphé-
roïdes en fonction des paramètres DO2 (coefficient de diffusion du dioxygène, en cm2/s) et Kox

(coefficient de réaction de 1O2, en s−1). Les profils sont tracés dans un repère cylindrique en
fonction de l’épaisseur z du sphéroïde (centre du sphéroïde en z=0) pour r=0 (axe du laser). Fi-
gure (a) Impact de DO2 pour un sphéroïde de diamètre D=300 µm et un coefficient de réaction
Kox=0. Figure (b) Impact de Kox pour un sphéroïde de diamètre D=300 µm et DO2=5×10−6

cm2s−1. Kox est ici considéré nul à l’extérieur du sphéroïde. Concentration normalisée, 1 cor-
respond à 0.25mM.

A partir de la concentration en dioxygène [3O2](r,z), et de l’intensité laser I(r,z), nous esti-
mons le taux de production d’1O2, et la concentration cumulée d’oxygène singulet générée suite
à l’irradiation laser en tout point des sphéroïdes.
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2.2.4 Mesure de la mort cellulaire

Nous souhaitons déterminer des seuils de toxicité de 1O2 en mono-couches et en sphéroïdes.
Nous pouvons estimer le taux de production d’oxygène singulet dans les cellules. Nous devons
désormais définir une mesure de la mort cellulaire.

Le marqueur fluorescent CellTox GreenTM (maximum d’excitation/émission : 480nm/530nm),
agent intercalant de l’ADN, permet d’identifier les cellules mortes. Il ne pénètre pas la membrane
des cellule, et ne peut donc se fixer sur l’ADN des cellules que si leur membrane est compromise,
symptôme de mort cellulaire. Nous observons expérimentalement un signal fluorescent sur les
images de cellules prises après irradiation.

2.2.4.1 Mort cellulaire en mono-couches

En mono-couches (images figure 2.9), les cellules dans l’axe du faisceau laser meurent les
premières, et la mort s’étend de manière symétrique dans les quelques heures qui suivent l’irra-
diation. Les cellules mortes forment ainsi une "zone de mort" centrée sur l’axe du faisceau laser.
La zone de mort est ainsi le disque centré sur l’axe du laser contenant le maximum de cellules
mortes sans inclure de cellules vivantes. En absence d’irradiation, 2.3% des cellules meurent en
30h. Cette fraction de mort est dite fraction de mort "basale". En dehors de la zone de mort, la
fraction de cellules mortes est similaire à la fraction de mort basale.

(a) (b) (c)

Figure 2.9 – Images de cellules MCF-7 en mono-couches. Figure (a) Mono-couche
avant irradiation. Cercle rouge : faisceau laser de waist ω=40 µm. Figures (b,c) Mono-couche
24h après irradiation. Figures (a,b) Images par transmission en lumière blanche. Figure (c)
Image de fluorescence, fluorescence des cellules mortes (marqueur CellTox Green). Cercle jaune :
zone de cellules mortes de diamètre Dm. Barre d’échelle = 100 µm.

Le diamètre de la zone de mort diamètre Dm est mesuré à partir de la position des cellules au
début de l’irradiation laser. L’intensité I laser à la coordonnée rm=Dm/2 est qualifiée d’intensité
seuil IS (équation (2.10)). Il s’agit de l’intensité minimale nécessaire pour tuer des cellules lors
d’une irradiation de durée ∆t. FS (équation (2.11)), est la fluence 2D requise pour générer un
stress oxydant létal.

IS (W/cm2) = 2 P

πω2 e
−2( Dm/2

ω
)2 (2.10)

FS (J/cm2) = IS∆t (2.11)

Avec P (=100mW) la puissance laser et ω (=40 µm) le rayon à 1/e2 du faisceau laser.

Le taux seuil de production d’1O2, ΓS est déduit de IS et de la concentration locale en
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dioxygène (équation (2.12)).

ΓS(mol/L/s) =σ1270nm
hν

[3O2] IS (2.12)

avec σ1270nm
hν = 10−8 m2/J. En mono-couches, la concentration en dioxygène dans les cellules

est comprise entre 0.2 et 0.24mM en fonction de la distance au laser (simulé numériquement,
annexe C.2).

2.2.4.2 Mort cellulaire en sphéroïdes

Des images par contraste de phase et de fluorescence sont prises avant et après l’irradiation
laser (figure 2.10). Les images de fluorescence obtenues ne permettent pas de distinguer les
cellules individuelles. Dans l’optique d’associer aux cellules mortes une quantité d’1O2, nous
mesurons donc un profil d’intensité de fluorescence en fonction de la distance à l’axe du laser.
L’axe du laser coïncide avec le centre du sphéroïde.

Profils d’intensité de fluorescence. Nous obtenons à partir des images de fluorescence des
sphéroïdes des profils d’intensité de fluorescence If (r), définis sur une demi-droite r d’extrémité
l’axe du faisceau laser (r=0). En moyennant plusieurs profils d’intensité If (r) pour un même
sphéroïde, nous obtenons un profil d’intensité moyen du sphéroïde. Les profils d’intensité moyens
de plusieurs sphéroïdes irradiés dans des conditions identiques sont moyennés à leur tour afin
d’obtenir un profil d’intensité moyen global (figure 2.11). Les mêmes mesures sont effectuées sur
des sphéroïdes non irradiés afin de mesurer le niveau de fluorescence associé à la mort basale.

(a) (b)

(c) (d)

Figure 2.10 – Images de sphéroïdes avant et après irradiation. (a,c) Sphéroïde avant
irradiation. Figure (a) En rouge : faisceau laser de waist ω. Figures (b,d) Sphéroïdes 48h après
irradiation. Figures (a,b) Images en contraste de phase. Figures (c,d) Images de fluorescence,
fluorescence des cellules mortes (marqueur CellTox Green). Barre d’échelle = 100 µm.

Définition d’une zone de mort. La totalité du sphéroïde renvoie un signal de fluorescence.
Ce signal est maximal au niveau de l’axe du laser. Nous définissons arbitrairement la zone de
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(a) (b)

Figure 2.11 – Sphéroïde irradié et profil d’intensité de fluorescence. Figure (a) Images
superposées de fluorescence et de lumière blanche d’un sphéroïde 48h après irradiation. Vue
de face. Cercle blanc : cercle de diamètre D=450 µm qui délimite le sphéroïde. Disque rouge :
position de l’axe du laser. Le cercle en pointillées délimite la zone où où l’intensité de fluorescence
mesurée est supérieure à 50% de l’intensité maximale. Barre d’échelle = 100 µm. Figure (b)
Profil de fluorescence du sphéroïde irradié (en rouge, intensité maximale fixée à 1) et profil
moyen de n=5 sphéroïdes contrôles (en noir) non irradiés. Barres d’erreur : écarts-types.

cellules mortes comme la zone pour laquelle l’intensité de fluorescence (normalisée au maximum
et ajustée pour que l’intensité des sphéroïdes contrôles vaille 0) vaut au moins 50% de l’intensité
maximale mesurée.

Le profil d’intensité en fluorescence ne permet pas d’estimer la fraction de cellules mortes
en fonction de la distance à l’axe du laser. Dans le but d’y parvenir, nous avons augmenté la
résolution d’imagerie en sphéroïdes en prenant des images de sections de sphéroïdes au micro-
scope confocal (TCS STED Leica). L’objectif de microscope utilisé (Leica x20 HCPLAn APO
NA=0.7, WD=0.64mm) permet d’avoir une résolution en z (épaisseur du plan de section) de
l’ordre de 2 µm. Des images de section sont prises tous les 5 µm. Les images obtenues permettront
de différencier la mort des cellules en surface et en profondeur des sphéroïdes.

Protocole pour l’imagerie confocale. Les sphéroïdes irradiés sont incubés 2h avant ima-
gerie avec le marqueur fluorescent Hoechst 33258, qui se fixe sur toutes les cellules, vivantes
et mortes. Les images de fluorescence Hoechst donnent ainsi une image globale du sphéroïde.
Les images de fluorescence CellTox Green permettent de ne visualiser que les cellules mortes.
Les fluorophores sont excités avec un laser continu (Coherent, Chameleon tunable) à respecti-
vement 800nm (Hoechst) et 920nm (Green). L’excitation est en mode biphoton [164]. L’émission
est mesurée à 420-500nm (Hoechst) et 530-630nm (Green). L’excitation biphoton permet une
meilleure résolution spatiale et une plus grande pénétration dans le sphéroïde (les tissus ab-
sorbent moins le rouge et le proche infra-rouge que le reste du visible). Néanmoins, nous ne
parvenons pas à obtenir une intensité de signal suffisante au delà de 60 µm de la surface du
sphéroïde. Cette profondeur reste suffisante pour différentier les cellules mortes en surface et à
l’intérieur du sphéroïde. Des images sont présentées dans la section Résultats.

2.2.4.3 Cinétique de la mort cellulaire

Nous avons pas justifié jusqu’à présent la date de mesure de la mort (en heures après le
début de l’irradiation laser). Le diamètre de la zone de mort est suivi sur plusieurs jours afin
d’évaluer la cinétique de la mort cellulaire (figure 2.12). En mono-couches, le diamètre de la zone
de mort évolue peu (<5%) après 24h, la mort est définie 24h après irradiation. En sphéroïdes, la
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cinétique est plus lente. Le diamètre de mort (qui caractérise la zone où l’intensité du signal de
fluorescence supérieure à 50% de l’intensité maximale) évolue de manière significative jusqu’à
48h après irradiation, quelque-soit la durée d’irradiation. La fluorescence sur la totalité du
sphéroïde suit une cinétique similaire à celle du diamètre du mort.

(a) (b)

Figure 2.12 – Cinétique de mort des cellules irradiées. Figure (a) Suivi temporel en
mono-couches du diamètre Dmort de la zone de cellules mortes de 0 à 48h après irradiation. Nous
considérons que la zone maximale est atteinte 24h après irradiation (flèche). Nous définissons
donc Dmort=Dmort(24h). Figure (b) Suivi du diamètre Dmort de la zone de mort de sphéroïdes
irradiés. La zone de cellules mort n’évolue presque plus 48h après irradiation. La mort des
sphéroïdes est donc mesurée 48h après irradiation.

2.2.5 Mesure de la viabilité

Les images de sphéroïdes obtenues mettent en évidence de la mort cellulaire sur la totalité
du sphéroïde. Elles ne permettent toutefois pas de déduire la fraction de cellules mortes à partir
du profil de fluorescence mesuré. Nous souhaitons notamment différencier la fraction de cellules
mortes à proximité de l’axe du laser, et la fraction de cellules mortes en périphérie du sphéroïde.
Pour ce faire, nous utilisons un test de viabilité qui dissocie le sphéroïde et mesure la fraction
de cellules vivantes. Nous en déduisons ainsi la fraction de cellules mortes.

2.2.5.1 Mesure de la viabilité cellulaire

CellTiter Glo 3D (Promega), dit "Glo" est un test de viabilité. Ce test est composé d’un agent
lytique, qui détruit les membranes cellulaires. Au contact de Glo, un sphéroïde est entièrement
désagrégé. L’enzyme luciférase contenue dans Glo se fixe aux molécules d’ATP (Adénosine Tri-
Phosphate) contenues dans les cellules, et émet un signal luminescent. Ce signal est mesuré dans
un lecteur de plaque (Omega). L’ATP n’est présent que dans les cellules au métabolisme actif. Le
signal luminescent est proportionnel au nombre de molécules d’ATP et donc de cellules vivantes.
En comparant le nombre de cellules vivantes dans une population de sphéroïdes irradiés et une
population de sphéroïdes contrôles de même diamètre, on peut déduire la fraction de cellules
mortes suite au stress oxydant dans l’échantillon irradié.

Contrairement au marqueur de mort CellTox Green, Glo détruit toutes les cellules de l’échan-
tillon. Toute information spatiale est donc perdue. Toutefois, le fait de désagréger un sphéroïde,
et donc de ne pas être soumis aux contraintes de diffusion et d’imagerie associée aux structures

34



tri-dimensionnelles, est ici un avantage. Glo est également utilisé pour caractériser la proliféra-
tion des cellules cultivées en mono-couches et en sphéroïdes (détails en annexe A.3).

2.2.5.2 Fractions de cellules vivantes dans un sphéroïde irradié

La fraction de cellules vivantes dans les sphéroïdes est obtenue en calculant le ratio de
luminescence entre des sphéroïdes irradiés et non-irradiés de même volume V. V est mesuré
juste avant le début de l’irradiation laser.

A partir des images de fluorescence, et notamment les images de profil des sphéroïdes irradiés
(figure 2.13a), nous pouvons graphiquement estimer le volume VC de la zone centrale de mort,
définie comme la zone où l’intensité de fluorescence est supérieure à 50% de son maximum. Un
sphéroïde irradié est schématisé figure 2.13b. Soit z ∈ [-h/2,h/2] le segment de l’axe du faisceau
laser inclus dans le sphéroïde, et D1(z) le diamètre de la zone centrale de mort mesuré à la
coordonnée z. VC est calculé à partir de D1(z) (équation (2.13)).

VC =
∫ h/2

−h/2
π(D1(z)/2)2dz (2.13)

V =VC + VP (2.14)

Le volume V total du sphéroïde est la somme de la zone centrale de mort VC et du volume
"périphérique" VP restant (équation (2.14)). Glo permet de mesurer la fraction de cellules
vivantes totale f. Nous souhaitons estimer la fraction fC de cellules vivantes dans le volume
VC (a priori proche de 0) et la fraction fP dans le volume VP (inconnue). L’équation (2.15) relie
ces cinq paramètres.

f = VCfC + VP fP (2.15)

Dans l’hypothèse où fC=0 (hypothèse vérifiée expérimentalement dans la section Résultats),
c’est-à-dire où la totalité des cellules sont mortes dans la zone centrale de mort, l’équation (2.15)
peut donc s’écrire sous la forme équation (2.16). On peut ainsi déduire la fraction fP de cellules
vivantes dans la zone périphérique du sphéroïde (équation (2.17)) à partir de la fraction f de
cellules vivantes totale.

f =VP fP (2.16)

fP = f

V − VC
(2.17)
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(a) (b)

Figure 2.13 – Zones de cellules mortes dans un sphéroïde. Figure (a) Image (de phase
et de fluorescence superposées) d’un sphéroïde irradié vu de côté. Le faisceau laser d’axe r=0
est centré sur le sphéroïde d’épaisseur h. Figure (b) Schéma d’un sphéroïde irradié et de la
zone "centrale" de mort, de volume VC . VC est obtenu en intégrant sur z la surface associée au
diamètre D1(z) sur [-h/2 ;h/2]. Le reste du sphéroïde est appelé zone périphérique.

2.3 Résultats

Dans cette section nous définissons et mesurons les zones de mort cellulaire qui apparaissent
suite à la génération d’1O2 par excitation directe de l’oxygène singulet à 1270nm, pour des
cellules cultivées en mono-couches et en sphéroïdes. Nous mettons en évidence dans les sphé-
roïdes de la mort de cellules exposées à des quantités d’1O2 beaucoup plus faibles (plus de trois
ordres de grandeur) que dans les mono-couches, et cherchons à expliquer cette différence. Nous
remarquons une disparition de cette différence entre mono-couches et sphéroïdes lorsque nous
réduisons la contribution à la mort de l’oxygène singulet généré à l’extérieur des cellules, en
ajoutant un désactivateur extra-cellulaire d’oxygène singulet au milieu de culture avant l’irra-
diation.

2.3.1 Existence de deux zones de mort dans sphéroïdes irradiés

Les cellules mortes dans les sphéroïdes sont marquées par fluorescence. Des profils d’intensité
en fluorescence caractérisent la mort dans les sphéroïdes. Deux zones de mort sont définies : la
zone de mort centrale, dans laquelle l’intensité de fluorescence est supérieure ou égale à 50% de
l’intensité de fluorescence maximale, mesurée au niveau de l’axe du laser, et la zone de mort
périphérique, qui correspond au reste du sphéroïde.

Nous souhaitons déterminer la fraction de cellules mortes dans chacune de ces zones et la
concentration cumulée d’oxygène singulet associée à la mort.

2.3.1.1 Profils de fluorescence

L’imagerie par fluorescence associée au microscope ne permet pas de distinguer les cellules
individuelles et de mesurer directement une fraction de cellules mortes. Nous mesurons sur
les images de sphéroïdes (figures 2.14a et 2.14b) de rayon Rspheroïde un profil d’intensité de
fluorescence en fonction de la distance r à l’axe du laser. L’axe du laser coïncide avec le centre
du sphéroïde.
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Le profil de fluorescence dépend des conditions d’irradiation (figure 2.14c). Nous irradions
à puissance constante (P=100mW) et faisons varier la durée d’irradiation ∆t. Lorsque ∆t aug-
mente, l’intensité de fluorescence augmente. Dans des sphéroïdes d’environ 400 µm de diamètre,
pour ∆t=60min, l’intensité de fluorescence est supérieure à l’intensité associée à la mort basale
(I=0) sur la totalité des sphéroïdes.

L’intensité de fluorescence est maximale au niveau de l’axe du laser (r=0). Nous définissons
un rayon de mort, Rmort, associé à une intensité de fluorescence I(Rmort)=0.5×I(0). La zone
des sphéroïdes telle que r≤Rmort est qualifiée de zone "centrale" de cellules mortes. La zone
restante, telle que Rmort < r ≤ Rspheroïde est qualifiée de zone "périphérique".

(a) (b)

(c) (d)

Figure 2.14 – Sphéroïdes : deux zones de mort. Figures (a),(b) Images de fluorescence
de deux sphéroïdes (délimités par les cercles blancs) irradiées respectivement 10 et 60 minutes.
Barre d’échelle : 100 µm. Figure (c) Intensité de fluorescence normalisée au maximum, en
fonction de la distance à l’axe du laser (centré sur le sphéroïde). Profil d’intensités moyens à
partir des images de n=4 sphéroïdes de rayon Rspheroide= 200-225 µm. Le rayon Rmort défi-
nit la zone de mort "centrale" dans laquelle I(r)>0.5×I(0). Rmort <r<Rspheroide, délimite une
zone de mort "périphérique". Figure (d) Intégrale normalisée de l’intensité de fluorescence sur
0<r<Rspheroide (totalité du sphéroïde) et Rmort <r<Rspheroide (zone de mort périphérique), en
fonction de la durée d’irradiation ∆t. Pour ∆t≥30min, la fluorescence est importante dans la
zone de mort périphérique.

Le calcul de l’intégrale de l’intensité de fluorescence, sur la totalité du sphéroïde (0<r<Rspheroïde)
et dans la zone de mort périphérique (Rmort <r<Rspheroïde), permet d’évaluer l’évolution de la
mort cellulaire en fonction de la durée d’irradiation (figure 2.14d). Les deux intégrales aug-
mentent de manière importante avec la durée d’irradiation. L’intégrale dans la zone de mort
périphérique atteint 25% pour les durées longues. Nous nous attendons donc à ce que la fraction
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de cellules mortes dans la zone périphérique pour les sphéroïdes irradiés soit bien supérieure à
la mort basale.

Nous souhaitons dans un premier temps obtenir une vision en volume de la mort cellulaire,
afin de vérifier que la mort n’a pas uniquement lieu en surface, et ensuite mesurer la fraction
de cellules mortes associées aux deux zones de mort des sphéroïdes.

2.3.1.2 Mort en volume

L’imagerie confocale avec une excitation biphoton permet d’avoir une meilleure résolution
spatiale et en volume. Les cellules des sphéroïdes sont marquées avec le fluorophore Hoechst,
qui se fixe sur toutes les cellules (vivantes et mortes) afin de visualiser le sphéroïde dans son
ensemble. La pénétration de la lumière reste toutefois limitée dans le sphéroïde. Nous obtenons
une qualité d’image satisfaisante jusqu’à 60 µm sous la surface des sphéroïdes.

Des images de sections superposées de sphéroïdes (figure 2.15) permettent de confirmer
l’existence d’une zone "centrale" de cellules mortes, qui semble constituée d’un tapis continu de
cellules mortes, et d’une zone périphérique, dans laquelle seule une fraction de cellules fluores-
cent. L’absence de zone centrale de mort est évidente dans les sphéroïdes contrôles non-irradiés.
La mort n’est pas uniquement en surface : dans les images de différentes sections (figure 2.16)
espacées de 15 µm, on constate la présence de cellules mortes à plusieurs dizaines de micromètres
de la surface des sphéroïdes.

Nous souhaitons quantifier la fraction de cellules mortes dans le sphéroïde, et différencier la
fraction de cellules mortes dans la zone centrale de cellules mortes (dans laquelle la totalité des
cellules semblent mortes au vu du signal de fluorescence), et la zone périphérique.
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Hoechst Green

Sphéroïde irradié

(a) (b)

Sphéroïde contrôle

(c) (d)

Figure 2.15 –Projection 3D d’images confocales de sphéroïdes irradiés (∆t=30min). Les
images sont prises 48h après irradiation. Images (a,c) : marquage fluorescent Hoechst : toutes
les cellules (vivantes et mortes) sont marquées. Images (b,d) : marquage fluorescent CellTox
Green ("Green"), seules les cellules mortes sont marquées. Images (a,b) Sphéroïde irradié, vue
de face. On distingue une zone centrale de cellules mortes, caractérisée par la fluorescence Green
de toutes les cellules, du reste du sphéroïde, où la fluorescence ne concerne qu’une fraction de
cellules. Images (c,d) : Sphéroïde contrôle, non irradié. La fluorescence Green est moins intense
que dans un sphéroïde irradié.
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Hoechst Green Hoechst, contrôle Green, contrôle

z= 15 µm

z= 30 µm

z= 45 µm

Figure 2.16 – Images de sections de sphéroïdes. Images (800 µm×955 µm) de sections de
sphéroïdes (excitation biphoton, microscope confocal) prises 48h après irradiation. Les sections
sont caractérisées par leur distance z (en µm) de la surface du sphéroïde. Les conditions d’ima-
gerie sont identiques pour les deux sphéroïdes. Colonne 1 : sphéroïde irradié (∆t=30min),
marquage fluorescent Hoechst, toutes cellules (vivantes et mortes) marquées. Colonne 2 :
marquage fluorescent CellTox Green, seules les cellules mortes sont marquées. Le signal de fluo-
rescence sature au centre du sphéroïde. Colonnes 3 et 4 : sphéroïde contrôle (non-irradié),
marquage Hoechst et CellTox Green respectivement. Colonne 5 : Profil de fluorescence du
signal CellTox Green, normalisé par rapport au maximum d’intensité (le maximum est mesuré
sur les images de la colonne 2). L’axe du faisceau laser coincide avec r=0. Remarque : les deux
sphéroïdes n’ont pas le même rayon (irradié : R=160 µm, contrôle R=125 µm).
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2.3.1.3 Fraction de cellules vivantes

Nous utilisons le test de viabilité CellTiter Glo (présenté section 2.2.5), afin de mesurer
une fraction de cellules vivantes dans les sphéroïdes. Cell Titer Glo désagrège les sphéroïdes et
permet de mesurer un signal luminescent proportionnel au nombre de cellules vivantes. Il est
ajouté aux sphéroïdes 48h après le début de l’irradiation. Le signal luminescent moyen mesuré
pour une population de sphéroïdes irradiés est comparé au signal mesuré pour une population
contrôle non irradiée. Tous les sphéroïdes ont été ensemencés simultanément avec le même
nombre de cellules. La fraction de cellules vivantes suite à l’irradiation est le ratio entre les
signaux associés aux sphéroïdes irradiés et les sphéroïdes contrôles.

La fraction de cellules vivantes est mesurée en fonction de deux paramètres : le temps
d’irradiation ∆t, et le diamètre D des sphéroïdes. n=3 sphéroïdes sont irradiés pour chaque
couple de paramètres (∆t, D) et comparés à une population de n=3 sphéroïdes contrôles de
diamètre D. Lorsque les sphéroïdes sont suffisamment petits, la zone centrale de mort couvre
tout le sphéroïde (l’intensité de fluorescence associée aux cellules mortes ne descent jamais en
dessous de 50% de la valeur maximale mesurée. L’irradiation de sphéroïdes dont le volume est
inférieur ou égal à celui de la zone centrale de mort permet d’évaluer la fractions de cellules
vivantes à proximité de l’axe du laser, et de déduire dans les sphéroïdes plus gros la fraction de
cellules mortes en périphérie du sphéroïde.

Les fractions de cellules vivantes obtenues sont représentes figure 2.17a. Pour une durée
d’irradiation ∆t=30 min, le diamètre en surface des sphéroïdes de la zone centrale de mort est
de 160µm. Pour les sphéroïdes irradiés de diamètre D=160µm, la fraction de cellules vivantes
mesurée est inférieure à 5%. Nous concluons donc que la totalité des cellules sont mortes dans
la zone centrale. Nous estimons à partir de la fraction totale de cellules vivantes (détails dans la
partie Protocoles et Méthodes) la fraction de cellules vivantes dans la zone de mort périphérique
des sphéroïdes (figure 2.17b). Plus la durée d’exposition ∆t est grande, plus la fraction de
cellules vivantes est faible. Pour ∆t=30min, la fraction de cellules vivantes en zone périphérique
est inférieure à 85% pour des sphéroïdes de diamètre D≤425 µm. c’est-à-dire qu’au moins 15%
des cellules irradiées meurent à une distance à l’axe du laser de r>80 µm.

(a) (b)

Figure 2.17 – Viabilité des sphéroïdes irradiés. Figure (a) Fraction de cellules vivantes
dans des sphéroïdes de diamètre D irradiés ∆t minutes. Barres d’erreur : écarts-types à la
moyenne. n=3 sphéroïdes par point de mesure. Figure (b) Fraction de cellules vivantes hors
zone centrale de mort en fonction du temps d’irradiation ∆t et du diamètre D du sphéroïde
irradié.
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2.3.2 Zone de mort centrale et physico-chimie

La déformation du faisceau laser et la concentration en dioxygène dans les sphéroïdes ont
étés estimés dans la section Protocoles et Méthodes. A partir de ces informations, nous pouvons
estimer de manière quantitative la production d’oxygène singulet en tout point d’un sphéroïde.
Nous souhaitons confirmer que les résultats expérimentaux sont cohérents avec ces estimations.

2.3.2.1 Zone de mort centrale et absorption/diffusion de la lumière

Un coefficient de diffusion de la lumière à 1270nm αD ∼48 cm−1 a été obtenu suite à la
mesure des ratios de puissance laser, et de l’estimation au vu de la littérature d’un coefficient
d’anisotropie g=0.9. αD a servi à estimer la propagation de la lumière dans les sphéroïdes.
Nous souhaitons vérifier la cohérence entre la simulation de la diffusion de la lumière et la mort
cellulaire.

La mort cellulaire est mesurée sur deux surfaces diamétralement opposées du sphéroïde. La
surface dite d’impact est la première surface à entrer en contact avec le faisceau laser. Le laser
se propage dans le sphéroïde jusqu’à la surface dite de sortie. Avec la diffusion de la lumière, les
cellules des deux surfaces ne sont pas exposées à la même intensité laser.

Nous mesurons un rayon de la zone centrale de mort Rmort sur chaque surface : RI sur la
surface d’impact, et RS sur la surface de sortie. La concentration en dioxygène est considérée
homogène sur la surface du sphéroïde. Le taux de production d’oxygène singulet, à durée d’ir-
radiation égale, ne dépend donc que de l’intensité laser. Nous allons estimer le coefficient de
diffusion αD à partir des rayons de mort, et le comparer à la valeur 48 cm−1 obtenue précé-
demment. Soit z l’épaisseur du sphéroïde irradié. Dans l’hypothèse où le faisceau laser reste
Gaussien malgré la diffusion, les équations (2.18) à (2.20) permettent d’écrire αD en fonction
des rayons de mort mesurés sur les deux surfaces opposées.

I0 e
−2

R2
I

ω2 = I0(z) e−2
R2

S
ω2 (2.18)

I0(z) = I0 e
−αDz (2.19)

e−αDz = e−2
R2

I
−R2

S
ω2 (2.20)

Les valeurs de exp−2R
2
I−R

2
S

ω2 obtenues expérimentalement sont cohérentes avec un coefficient
αD ∼42cm−1 (figure 2.18b).

Nous obtenons ainsi un coefficient de diffusion de 42 cm−1, proche du coefficient αD ∼
48 cm−1 obtenu précédemment. Les résultats expérimentaux sont cohérents avec le modèle de
diffusion utilisé.
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(a) (b)

Figure 2.18 – Mesure expérimentale du coefficient de diffusion αD de la lumière
1270nm à partir de la zone de cellules mortes suite à la génération d’oxygène singulet. Figure
(a) Schéma expérimental : nous mesurons les diamètres des zones centrales de mort en surface
du sphéroïde. DI : diamètre sur la surface "d’impact" du faisceau laser. DS : diamètre sur la
surface "de sortie" du faisceau laser. Du fait de la diffusion de la lumière DI > DS Figure (b)
Estimation du coefficient de diffusion αD à partir de la mesure expérimentale des diamètres des
zones centrales de mort. (n=19 sphéroïdes).

2.3.2.2 Zone de mort centrale et concentration en dioxygène

Rappelons que deux coefficients de réaction décrivent le comportement de l’oxygène singulet
généré à l’intérieur des cellules et dans le milieu de culture : K= ln2

τ1/2
=1.98×105s−1 caractérise les

interactions avec le solvant (eau, demi-vie τ1/2=3.5 µs), et Kox les interactions avec les cellules
et/ou le milieu de culture qui produisent des espèces autres que 3O2. Pour Kox ≥ 2×107s−1,
tout l’oxygène singulet produit réagit dans les cellules pour former des espèces autres que 3O2,
et la déplétion en dioxygène liée à l’irradiation laser est maximale.

Nous avons simulé numériquement la concentration en dioxygène dans des sphéroïdes en
fonction des conditions d’irradiation et de deux paramètres : le coefficient de diffusion du di-
oxygène DO2 dans les sphéroïdes et le coefficient de réaction Kox. Les images de fluorescence
de sphéroïdes en vue de profil (figure 2.19a) permettent d’associer à chaque plan z du sphé-
roïde un profil d’intensité de fluorescence, et donc un rayon rmort associé à la zone centrale de
mort cellulaire. Nous mesurons le rayon de la zone de mort au centre du sphéroïde, et souhai-
tons déterminer si la concentration en dioxygène au centre du sphéroïde permet d’expliquer le
rétrécissement du rayon de mort lorsque l’on s’éloigne de la surface du sphéroïde.

Soit z=z0 le plan en surface du sphéroïde (surface d’impact) et z=zc le plan du centre du
sphéroïde. Soient r0 et rc les rayons respectifs de la zone centrale de mort mesurés dans ces
plans. Dans l’hypothèse où la concentration cumulée seuil d’1O2 est constante dans le sphé-
roïde, c’est-à-dire que les capacités antioxydantes des cellules ne dépendent pas de leur position
dans le sphéroïde, l’équation I(r0,z0)[3O2](r0,z0)=I(rc,zc)[3O2](rc,zc) doit être vérifiée. Le ratio
I(r0,z0)/I(rc,zc) devrait donc être égal au ratio des concentrations en dioxygène entre la sur-
face et le centre du sphéroïde. Les valeurs de I(r,z) sont estimées grâce aux simulations de
propagation de la lumière dans le sphéroïde présentées précédemment.
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(a)

(b) (c)

Figure 2.19 – Gradient en dioxygène dans un sphéroïde et mort cellulaire. Compa-
raison entre le ratio d’intensité seuil expérimental mesuré en surface et au centre de sphéroïdes
irradiés, et le ratio de concentration en dioxygène en fonction du diamètre D des sphéroïdes
obtenu par simulation numérique. Figure(a) Image d’un sphéroïde en vue de côté : on constate
l’existence d’un gradient d’intensité de fluorescence, avec une réduction de l’intensité au centre
du sphéroïde. Figure(b) Effet du paramètre Kox sur le ratio de concentration en dioxygène,
pour un coefficient de diffusion du dioxygène dans les sphéroïdes DO2=5×10−6 cm2s−1. Fi-
gure(c) Effet du paramètre DO2 sur le ratio de concentration en dioxygène, pour Kox=2×105

s−1.

La figure 2.19b compare les ratios d’intensité I(r0,z0)/I(rc,zc) expérimentaux avec le ratio
en dioxygène théorique attendu, en fonction du diamètre D des sphéroïdes, pour différentes
valeurs de Kox et DO2. Dans l’hypothèse d’une réponse homogène au stress oxydant des cellules
dans le sphéroïde, le ratio en dioxygène est cohérent avec le ratio d’intensité laser pour Kox =
2×105 s−1 et DO2= 5×10−6 cm2s−1. Pour des valeurs plus élevées de Kox, le coefficient DO2 doit
être diminué (par exemple 7×10−6 cm2s−1 pour Kox= 2×107 s−1) pour retrouver les valeurs
expérimentales.

Ces résultats nous mènent à considérer deux cas de figure : soit l’hypothèse que la réponse des
cellules à une dose d’1O2 ne dépend pas de leur position dans le sphéroïde est vraie, dans ce cas
nous déduisons la valeur des paramètres Kox et DO2 à partir des simulations et de nos résultats
expérimentaux. Soit les valeurs réelles de Kox et DO2 ne permettent pas de faire correspondre les
ratios d’intensité seuil avec les ratios de dioxygène. Dans ce cas, cela signifierait que la réponse
des cellules des sphéroïdes à une quantité donnée d’1O2 dépend de la position des cellules dans
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le sphéroïde et par conséquent de la concentration en dioxygène et/ou en nutriments à laquelle
elles ont accès.

Les expériences du chapitre 3 permettent d’affirmer que 2×105s−1 < Kox < 2×106s−1 dans
le milieu extra-cellulaire. Elles n’apportent toutefois pas d’éléments sur le coefficient de diffu-
sion moyen du dioxygène dans les sphéroïdes. Les valeurs mesurées de DO2 dans la littérature,
dans des tissus de mammifères [37], et des sphéroïdes de cellules murines [32], sont généralement
comprises entre 0.6 et 1.1× 10−5 cm s−1, soit des valeurs du même ordre de grandeur mais su-
périeures à 0.5× 10−5 cm s−1. Si l’hypothèse d’une réponse homogène des cellules mène à une
sous-estimation de DO2, alors la concentration en 3O2 et la production d’1O2 au cœur des sphé-
roïdes sont plus élevées que celles prédites par le diamètre de mort des cellules. Les cellules en
hypoxie, au cœur des sphéroïdes, seraient par conséquent plus résistantes que les cellules en
surface.

Ne pouvant pas conclure sur la mort des cellules au cœur des sphéroïdes, nous allons compa-
rer la mort cellulaire en surface des sphéroïdes avec la mort des cellules en mono-couches. Nous
devons donc comparer premièrement les concentrations en dioxygène. En surface des sphéroïdes,
la concentration en dioxygène ne dépend pas du coefficient de diffusion DO2 (simulations en an-
nexe C.2). Elle est principalement déterminée par la valeur de Kox dans le milieu de culture.
Si Kox=0, la concentration des cellules en mono-couches et en surface des sphéroïdes pendant
l’irradiation laser est très proche (0.233 et 0.225mM respectivement au niveau de l’axe du la-
ser). Plus Kox est élevé, plus la concentration en dioxygène est faible, et plus l’écart entre la
concentration en surface des sphéroïdes et en mono-couches est importante. Par exemple, pour
Kox = 2×105 s−1 et Kox = 2×107 s−1 (déplétion en dioxygène maximale) respectivement, la
concentration en dioxygène est de 0.2 et 0.175mM au niveau de l’axe du laser en mono-couches,
et 0.15 et 0.115 en surface de sphéroïdes. Ainsi, respectivement 133% et 150% de l’oxygène
singulet généré en sphéroïdes est généré en mono-couches.

2.3.3 1O2 et mort cellulaire en mono-couches et sphéroïdes

Nous souhaitons comparer la concentration cumulée seuil d’oxygène singulet [1O2]C de cel-
lules cultivées en sphéroïdes et en mono-couches. Comparons dans un premier temps la mort
cellulaire dans la zone centrale des sphéroïdes avec la mort en mono-couches. La concentration
en dioxygène en surface des sphéroïdes est égale ou inférieure à la concentration en surface des
mono-couches (en fonction de la constante de réaction Kox). Le taux de production d’oxygène
singulet à intensité laser égale est donc potentiellement inférieur dans les cellules en surface des
sphéroïdes (jusqu’à 50% de moins).

Soit IS(3D) l’intensité seuil associée à la zone centrale de cellules mortes en surface des
sphéroïdes et IS(2D) l’intensité seuil associée à zone de cellules mortes en mono-couches. Nous
obtenons (figure 2.20) IS(2D) � IS(3D) pour différentes durées d’exposition. L’écart entre les
intensités seuils augmente avec la durée d’exposition ∆t, et atteint deux ordres de grandeur pour
∆t≥30 min. Comme la concentration en dioxygène en surface des sphéroïdes est potentiellement
inférieure à celle en mono-couches, l’écart entre les taux de production d’1O2 seuil est ainsi d’au
moins deux ordres de grandeur. Remarquons que nous ne considérons en sphéroïdes que la mort
cellulaire dans la zone centrale. Ainsi, les cellules mortes dans la zone périphérique sont exposées
à des quantités d’1O2 encore plus faibles.

En conclusion, deux éléments différencient la mort en mono-couches et en sphéroïdes : pre-
mièrement la concentration cumulée d’1O2 seuil qui caractérise la zone de mort contenant 100%
de cellules mortes est beaucoup plus faible en sphéroïdes (jusqu’à deux ordres de grandeur).
Deuxièmement, pour les irradiations longues (≥30min), une fraction significative des cellules
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Figure 2.20 – Comparaison des intensités létales de mort en mono-couches et sphé-
roïdes. Intensité de lumière seuil IS en fonction du la durée d’irradiation ∆t. Barres d’erreur :
écarts-types, n>10 champs de cellules ou sphéroïdes irradiées par point (n=6 pour ∆t=60min).
IS est beaucoup plus faible pour les sphéroïdes. L’écart entre mono-couches et sphéroïdes aug-
mente avec ∆t.

meurent dans la totalité du sphéroïdes, c’est-à-dire jusqu’à plusieurs centaines de microns de
l’axe du laser. Ces cellules ont été exposées à des quantités d’oxygène singulet infimes (jusqu’à
plus de dix ordres de grandeur en dessous des concentrations toxiques en mono-couches).

Au vu de la littérature de la PDT, qui annonce que les sphéroïdes sont plus résistants que des
mono-couches de cellules lorsqu’ils sont exposés à une même fluence laser (résultat partiellement
expliqué par les gradients en dioxygène), nous nous attendions à IS(3D) ≥ IS(2D). Nos résultats
suggèrent au contraire que les cellules cultivées en sphéroïdes sont beaucoup moins résistantes
au stress oxydant que les cellules en mono-couches. Dans la partie suivante, nous cherchons à
identifier la raison de cette différence de mort entre sphéroïdes et mono-couches, et expliquer la
différence entre nos résultats et les résultats de la littérature.

2.3.4 Mort cellulaire et jonctions communicantes inter-cellules

La mort dans la zone périphérique des sphéroïdes est associée à des quantités d’oxygène sin-
gulet si faibles qu’il est improbable que la mort soit la conséquence de la concentration d’oxygène
singulet produite dans ces cellules. Des effets de mort à longue portée, initiés par différents types
de stress (radiatif, oxydant etc.) ont été mis en évidence dans la littérature [90;165–167]. Les cellules
irradiées avec des doses toxiques propageraient le stress à des cellules voisine et plus éloignées
au moyen de communications inter-cellules, la génération de facteurs de mort extra-cellulaires,
et/ou d’autres mécanismes de propagation de la mort.

Nous allons donc dans un premier lieu explorer la piste d’une différence de métabolisme
entre les sphéroïdes et les mono-couches qui expliquerait la différence de mort mesurée. Les
cellules des sphéroïdes ont plus de cellules voisines, et le nombre de connections membranaires
cellule-à-cellule (jonctions d’ancrage, jonctions serrées, et jonctions communicantes) est forte-
ment augmenté. Les jonctions communicantes ("jonctions gap") notamment, sont impliquées
dans les processus de résistance au stress et d’effets à longue portée [90;165–168]. Nous souhaitons
nous pencher sur le rôle de ces jonctions, et moduler leur activité afin de mesurer l’évolution de
la réponse des cellules.
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Structure des jonctions communicantes. Les jonctions communicantes, ou "gap", sont
des canaux de transport au niveau des membranes cellulaires, constituées de protéines, les
connexines, organisées en connexons. Chaque connexon est un hexamère de six connexines. La
liaison de deux connexons, un appartenant à chacune des deux cellules connectées, forme un
canal de quelques nanomètres de diamètre [169]. Des connexons seuls (qui ne sont pas liés à un
connexon d’une autre cellule), dits hemicanaux, permettent aux cellules de communiquer avec
le milieu extra-cellulaire. L’espace interstitiel entre deux cellules dans un tissus peut atteindre
quelques micromètres [170] d’épaisseur.

Rôle des jonctions communicantes. Le rôle des jonctions gap dans la propagation du
stress est complexe. Ces jonctions ont été identifiées en radiothérapie [171], en PDT [172–174], et
lors d’ajout d’ERO extra-cellulaire [175–177], comme des vecteurs de propagation du stress et de la
mort cellulaire. A l’inverse, il est proposé que les jonctions gap, et notamment les connexines 43,
sont essentielles pour protéger les cellules des dommages provoqués par H2O2 sur des astrocytes
(cerveau humain) [175], et des dommages provoqués par des ERO au niveau du cristallin [177].
W. Shi et al. [176] suggèrent, dans une étude sur des cellules humaines du cristallin exposées à
une dose toxique de H2O2, que les jonctions gap ne sont pas impliquées dans la protection des
cellules, mais que les hemicanaux oui, en favorisant le transfert d’antioxydants présents dans
le milieu extra-cellulaire jusqu’aux cellules. Enfin dans une série d’études [178;179] en PDT sur
des cellules de rein canin, les jonctions gap n’ont pas été retenues comme acteurs majeurs dans
les effets de mort à longue portée. Les jonctions gap facilitent la diffusion de petites (<1kDa)
molécules à travers les membranes, il est donc probable qu’en fonction des molécules présentes,
elles amplifient ou diminuent l’effet du stress.

Modulateurs du nombre de jonctions gap. Des agents chimiques permettent d’aug-
menter (acide trans-retinoïque, ATRA [180–182]) ou de réduire (1,1-bis(p-chlorophenyl)-2,2,2-
trichloroethane, DDT [183–185]) le nombre de connexons à base de connexines 43, la connexine
majoritaire. ATRA agit sur la phosphorylation des connexines (les connexines phosphorylées ne
sont pas en mesure de former des connexons) et augmente le nombre de connexons formés. DDT
provoque une fragmentation des jonctions gap et des hemicanaux. Les sphéroïdes seront exposés
à ces agents avant d’être irradiés. Si la diffusion d’espèces à travers les jonctions gap/hemicanaux
contribue à la différence de réponse cellulaire entre mono-couches et sphéroïdes, nous nous at-
tendons à voir, sur des sphéroïdes, une réduction de la zone de mort en présence de DDT. A
l’inverse, une augmentation de la zone de mort en présence de DDT suggérerait que les jonctions
gap/hemicanaux ont une action protectrice sur les cellules. L’effet de ATRA devrait s’opposer
à l’effet du DDT.

Protocole d’irradiation avec modulateurs. Les cellules cultivées en mono-couches, et une
population de sphéroïdes, sont incubées avec du DDT (50µM, incubé 1h30. Le milieu de culture
est ensuite remplacé par du milieu neuf 20min avant le début de l’irradiation). Il faut ∼ 24h [183]

pour que les jonctions gap des cellules exposées retrouvent une activité proche de celle qu’elles
avaient avant exposition au DDT, la densité cellulaire de jonctions reste donc réduite pendant
et plusieurs heures après l’irradiation.

Une autre population de mono-couches et de sphéroïdes est incubée avec de l’ATRA (100nM
et 10µM incubé 24h, sans différence d’effet sur la mort cellulaire. Milieu de culture remplacé
20min avant l’irradiation laser). Des expériences contrôles sur des cellules non-irradiées vérifient
l’absence de toxicité due à DDT et ATRA aux concentrations testées (le DDT est toxique à
partir de 100µM pour une incubation de 1h30, et l’ATRA à partir de 35µM, incubé 24h). Les
cellules (sphéroïdes et mono-couches) sont irradiées 30 minutes.
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Pour les sphéroïdes, la fluence seuil (FS en Wh/cm2) est la fluence reçue par les cellules
limitrophes de la zone de mort centrale. Cette fluence seuil est comparée à la fluence seuil
associée à la zone de mort de mono-couches (figure 2.21). Les barres d’erreur associées aux
mesures de fluence incluent toutes (100%) les mesures expérimentales. Un effet peut donc être
considéré statistiquement significatif si ces barres d’erreur ne se chevauchent pas.

Effet du DDT sur la mort cellulaire. En présence de DDT, FS est réduit d’environ un fac-
teur 10. L’absence de chevauchement des barres d’erreur associées aux mesures (qui contiennent
100% des valeurs de mesure) rend l’effet du DDT sur la mort cellulaire statistiquement convain-
quant. La mort dans la zone périphérique ne semble toutefois pas fortement affectée : les profils
d’intensité de fluorescence avec et sans ajout de DDT se rejoignent à distance r>100 µm du
laser (figure 2.21c).

Malgré l’absence de mort inhabituelle sur les sphéroïdes non-irradiés incubés avec du DDT,
nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que cette mort accrue n’est pas due, en totalité ou
en partie, à une fragilisation des cellules par le DDT. En supposant néanmoins que la présence de
DDT ne rend pas les cellules plus sensibles au stress, les expériences avec DDT en mono-couches
et en sphéroïdes suggèrent que les jonctions à base de connexines 43 ont un effet protecteur sur
les cellules : lorsque le nombre de jonctions est réduit, la fluence seuil FS nécessaire pour tuer les
cellules diminue. Si seule la densité de jonctions gap/hemi-canaux décidait de la mort cellulaire
suite à un stress oxydant, les sphéroïdes devraient donc être plus résistants que les cellules
en mono-couches. La fluence seuil en mono-couches en présence de DDT reste en outre bien
supérieure à la fluence seuil en sphéroïdes.

Effet de l’ATRA sur la mort. Nous ne voyons pas d’effet statistiquement convainquant
d’ATRA sur la fluence seuil en mono-couches ou en sphéroïdes : les barres d’erreur (qui contiennent
100% des mesures expérimentales) se chevauchent fortement. La légère augmentation de la va-
leur moyenne de la fluence seuil en présence d’ATRA s’oppose à la diminution de la fluence
seuil provoquée par le DDT, ce qui est cohérent au vu de l’action opposée des deux composés
chimiques sur les connexines 43. La mort dans la zone périphérique semble réduite en pré-
sence d’ATRA, ce qui encourage à penser que ces jonctions et/ou hemi-canaux ont un effet
cyto-protecteur. L’intensité de fluorescence reste néanmoins supérieure à au niveau basal.

Conclusion sur les jonctions communicantes. Nous avions émis l’hypothèse que la mort
cellulaire en périphérie des sphéroïdes est liée à des interactions inter-cellules, plus présentes
dans les sphéroïdes qu’entre des cellules cultivées en mono-couches. Au vu des résultats ex-
périmentaux, les jonctions gap ne semblent pas avoir une action pro-oxydante. Au contraire,
la diminution de la fluence seuil en présence de DDT suggère que les connexines 43 ont un
effet cyto-protecteur. L’effet de l’ATRA sur la mort et le profil de fluorescence des sphéroïdes
est également cohérent avec cette hypothèse. La densité accrue de jonctions communicantes en
sphéroïdes comparé aux mono-couches ne semble donc pas un bon candidat pour expliquer la
différence de mort entre les deux modèles.
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(a) (b)

(c)

Figure 2.21 – Effet d’agents chimiques qui perturbent les jonctions gap. Le DDT frag-
mente les connexions inter-cellules. L’ATRA augmente la densité de jonctions gap. Barres : in-
tervalle contenant 100% des données expérimentales. Figure (a) Fluence seuil FS (en Wh/cm2)
en mono-couches, sans ajout d’agents chimiques, avec DDT et avec ATRA. 10<n<15 champs
de cellules irradiées. Figure (b) FS en sphéroïdes sans ajout d’agents chimiques, avec DDT et
avec ATRA. 10<n<15 sphéroïdes par points de mesure.Figure (c) Profils d’intensité moyenne
de fluorescence de sphéroïdes de diamètre ∼ 425 µm en fonction de la distance r à l’axe du laser.

2.3.5 Influence de 1O2 extra-cellulaire

Nous avons considéré jusqu’à présent que, dans la mesure ou 1O2 est l’agent cytotoxique
majeur en PDT, l’excitation directe du dioxygène provoquerait une mort cellulaire comparable.
Or, en PDT, les photo-agents (PS) intra-cellulaires se fixent exclusivement à l’intérieur des
cellules. L’oxygène singulet généré par excitation des PS n’est générée donc que de manière
intra-cellulaire. En excitation directe de l’oxygène à 1270nm, le dioxygène dissous dans le milieu
de culture est également excité. La désactivation spontanée de l’oxygène singulet et le coefficient
de réaction avec le solvant (eau) limitent la demi-vie de l’oxygène singulet dans le milieu de
culture à 3.5 µs. Dans l’hypothèse de réactions avec d’éléments autres que le solvant dans le
milieu de culture, la demi-vie devrait être encore réduite.

Ainsi, les molécules d’oxygène singulet générées ne peuvent diffuser que sur ∼ 0.1nm. Nous
n’avions donc pas considéré la génération extra-cellulaire comme source de dommages. Cela
suppose toutefois que l’oxygène singulet ne réagit pas dans le milieu de culture pour produire
une ou plusieurs espèces toxiques, capables de diffuser sur des distances plus longues. Afin de
déterminer si l’oxygène singulet généré en dehors des cellules contribue à la mort cellules, nous
ajoutons un désactivateur de 1O2 dans le milieu cellulaire avant l’irradiation.
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2.3.5.1 Albumine de sérum de boeuf : un désactivateur de 1O2

L’albumine de Sérum de Bœuf [24;186] (BSA) est une protéine non-toxique qui réagit avec
l’oxygène singulet avec une constante de réaction KBSA = 8 108 M−1s−1 (équation (2.21)). Du
fait de sa taille (masse molaire : 66kDa), la BSA ne peut pas traverser la membrane cellulaire.
Elle ne réagit donc qu’avec l’oxygène singulet extra-cellulaire. 3mM de BSA sont ajoutés au
milieu cellulaire environ une heure avant le début de l’irradiation. Une absence de réduction
de la mort en présence de BSA indiquerait une absence de contribution significative de d’1O2
extra-cellulaire.

d[1O2]
dt

= D∇2[1O2] + γ[3O2]−K[1O2]−Kox[1O2]−KBSA[BSA][1O2] (2.21)

Nous rappelons que D∇2[1O2] traduit la diffusion des espèces, γ[3O2] la production d’oxy-
gène singulet par le laser, et K= ln(2)

τ1/2
=1.98×105 s−1, avec τ1/2 la demi-vie de l’oxygène singulet

dans de l’eau pure. La réduction de la concentration de 1O2 en présence de BSA dépend de la
constante de réaction Kox de l’oxygène singulet dans le milieu extra-cellulaire (détails complé-
mentaires dans l’annexe C.4.1). La concentration en présence de 3mM de BSA est réduite d’au
moins un facteur 2 tant que Kox ≤2×106 s−1. Pour Kox =0, elle est divisée par un facteur 13.1.

2.3.5.2 Effet de la BSA sur la mort cellulaire

Comparons figure 2.22 la mort de mono-couches et de sphéroïdes à une irradiation avec
et sans BSA. Les intensités seuil IS associées à la mort cellulaire sont mesurées pour 10 à
15 sphéroïdes et champs de cellules cultivées en mono-couches. Pour des irradiations de durée
∆t=30min (résultats similaires pour ∆t=10min), la présence de BSA affecte peu l’intensité seuil
IS en mono-couches. L’augmentation de l’intensité seuil est faible (d’un facteur <1.25) et les
écarts-types sont superposés.

En sphéroïdes, l’intensité seuil associée à la zone centrale de mort augmente de 2 ordres de
grandeur (de 0.9 +/- 0.8 à 128 +/- 78 W/cm2) et atteint l’intensité seuil mesurée en mono-
couches (81 +/- 25 W/cm2). La fluorescence dans la zone de mort périphérique des sphéroïdes est
également fortement réduite (figure 2.22b). Nous retrouvons un profil d’intensité de fluorescence,
et donc de mort cellulaire, plus cohérent avec la forme gaussienne du faisceau laser.
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(a) (b)

(c)

Figure 2.22 – Mort cellulaire avec et sans 3mM de BSA. La BSA est un désactivateur
extra-cellulaire d’1O2. Figure (a) Intensité seuil IS en mono-couches (2D) et sphéroïdes (3D),
irradiés 30 minutes. Sans BSA, les sphéroïdes sont moins résistants que les mono-couches (IS(2D)
� IS(3D)). En présence de BSA, IS(2D) ∼ IS(3D). Barres d’erreur : écart-types (10<n<15 par
point de mesure). Figure (b) Profil d’intensité de fluorescence de sphéroïdes irradiés avec
et sans BSA. La présence de BSA réduit fortement la mort dans la zone périphérique. Pour
r>100 µm, la mort cellulaire atteint le niveau basal. Figure (c) Intégrale normalisée du profil
d’intensité de fluorescence, sur le sphéroïde entier et dans la zone périphérique, avec et sans
BSA, pour des durées d’irradiation ∆t de 10 et 30min.

2.3.5.3 1O2 extra-cellulaire initiateur de mort cellulaire

Au vu de ces résultats, nous concluons qu’une grande partie de la différence de mort entre
mono-couches et sphéroïdes est due à des dommages initiés par de l’1O2 produit à l’extérieur des
cellules. La durée de demi-vie de 1O2 est trop faible pour expliquer de la mort cellulaire à plus
d’une centaine de microns de l’axe du laser, nous émettons donc l’hypothèse que 1O2 réagit dans
le milieu cellulaire pour former des espèces toxiques, à durée de vie plus longue. Enfin, la BSA
n’a pas un effet important en mono-couches. Cela suggère que l’oxygène singulet extra-cellulaire
à l’origine de dommages est généré dans l’espace inter-cellules et non à l’extérieur du sphéroïde.

L’espace inter-cellules a été imagé par T.T Goodman et al. [170], révélant des pores de
quelques microns entre les cellules. Nous avons estimé la densité de nos sphéroïdes à environ
0.6, donc 40% du volume des sphéroïdes est de l’espace inter-cellules.

2.3.5.4 Concentration cumulée seuil en mono-couches et en sphéroïdes.

En supprimant à l’aide de BSA la contribution de l’oxygène singulet extra-cellulaire à la
mort, nous mesurons une intensité seuil en mono-couches légèrement inférieure à l’intensité
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seuil en sphéroïdes (facteur 1.8 pour une durée d’irradiation de ∆t=30min et 1.3 à ∆t=10min).
Le taux de production d’oxygène singulet dépend de l’intensité et de la concentration en dioxy-
gène. La concentration en dioxygène en surface des sphéroïdes et des mono-couches dépend du
coefficient de réaction Kox de l’oxygène singulet avec le milieu extra-cellulaire.

Nous retrouvons un facteur 1.3-1.5 sur la concentration en dioxygène pour 2×105s−1 <
Kox < 2×107s−1 (simulations numériques dans l’annexe C.2). La différence de concentration en
dioxygène pourrait donc expliquer entièrement la différence d’intensité seuil. La concentration
cumulée seuil associée à la mort mesurée en présence de BSA pour des mono-couches vaut 2-
3.5mM (en fonction de la concentration en dioxygène et donc du coefficient de réaction Kox de
l’oxygène singulet dans l’espace extra-cellulaire). Toutefois, au vu des écarts types de mesure,
l’écart entre les intensités seuil n’est pas statistiquement significatif et nous ne pouvons pas
conclure sans expériences complémentaires sur la valeur de Kox.

2.4 Conclusion et perspectives

2.4.1 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons irradié des cellules MCF-7 cultivées en mono-couches et des
sphéroïdes de 150-450 µm de diamètre avec un laser à 1270nm, afin de générer de l’oxygène
singulet par photo-activation directe du dioxygène. Nous avons mesuré la mort cellulaire, et
identifié la présence de deux zones de mort dans les sphéroïdes : une zone à proximité de l’axe
laser, dite "zone centrale" dans laquelle la totalité des cellules irradiées sont mortes, et une
zone périphérique, dans laquelle seule une fraction des cellules meurent. Nous avons estimé
la concentration en dioxygène et simulé la propagation de la lumière dans des sphéroïdes afin
d’estimer de manière quantitative le taux de production d’oxygène singulet. Au vu des quantités
d’oxygène singulet produites dans la zone périphérique (inférieures de plus de six ordres de
grandeurs aux seuils d’oxygène singulet toxiques en mono-couches) la mort cellulaire ne peut
être attribuée à l’oxygène singulet seul.

L’ajout d’un désactivateur extra-cellulaire de 1O2 permet de mesurer en surface de sphéroïdes
de la mort comparable à la mort en mono-couches. Nous avons ainsi identifié une contribution
de l’oxygène singulet extra-cellulaire à la mort cellulaire incompatible avec les propriétés de
diffusion de l’oxygène singulet. Nous attribuons par conséquent cette contribution à une ou plu-
sieurs espèces produites par 1O2 dans les espaces inter-cellules. Dans le chapitre 3, nous confir-
mons l’existence cet effet "extra-cellulaire" et cherchons à identifier la ou les espèces chimiques
impliquées. Nous allons mettre en place un protocole d’irradiation qui limite au maximum la
génération intra-cellulaire d’oxygène singulet afin de n’étudier que la mort initiée par une source
extra-cellulaire d’1O2.

En supprimant la mort cellulaire initiée par 1O2 généré en dehors des cellules, nous nous
plaçons dans des conditions de traitement plus proches de la PDT. Rappelons les trois conclu-
sions principales d’études de la littérature de la PDT [27–31] comparant la réponse de sphéroïdes
et mono-couches à une même irradiation (même intensité laser et durée d’irradiation), que nous
avions présenté en début de chapitre :

1) La mort des cellules à un stress oxydant est fortement conditionnée (plus d’un ordre de
grandeur d’écart sur les doses létales) par le type cellulaire et la nature du photo-agent
utilisé. Nous n’avons étudié que la réponse de cellules MCF-7 à un stress oxydant et ne
pouvons donc pas apporter de nouveaux éléments sur le sujet. Il serait pertinent d’étendre
notre étude à plusieurs lignées cellulaires afin de comparer la variabilité observée en PDT
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et par photo-production directe. L’absence de variabilité liée à la nature des photo-agents
nous encourage à penser que la variabilité serait plus faible.

2) Les sphéroïdes sont globalement plus résistants que les cellules cultivées en mono-couches.
c’est-à-dire qu’a traitement équivalent (même photo-agent, même concentration de photo-
agent incubée avec les cellules, même intensité laser et durée d’irradiation), la fraction
de cellules mortes obtenues dans des sphéroïdes est plus faible que la fraction de cellules
mortes en mono-couches. A traitement équivalent, la concentration cumulée d’oxygène
singulet générée dans les cellules n’est pas la même qu’en mono-couches. Nous trouvons une
concentration cumulée seuil létale en mono-couches et en surface des sphéroïdes similaire,
de l’ordre de 2 à 3.5mM. Ainsi, nous proposons que l’organisation des cellules en sphéroïdes
ne modifie pas de manière significative les propriétés anti-oxydantes des cellules de surface
par rapport aux cultures en mono-couches.

3) La résistance augmente avec le diamètre du sphéroïde. Cette conclusion est une consé-
quence directe des gradients en dioxygène et des propriétés optiques des sphéroïdes. Plus
le diamètre est grand, plus à traitement équivalent, la concentration cumulée d’oxygène
singulet moyenne générée dans le sphéroïde est faible. La concentration en dioxygène dans
les sphéroïdes est fonction de deux paramètres à la valeur exacte inconnue : le coefficient
de diffusion DO2 du dioxygène dans les sphéroïdes et la constante de réaction Kox dans les
cellules qui caractérise toutes les réactions impliquant 1O2 dont 3O2 n’est pas le produit
(ces réactions participent ainsi à la déplétion en dioxygène). DO2 notamment a un impact
fort sur la concentration en dioxygène. Nous ne pouvons pas conclure à ce jour sur une
éventuelle hétérogénéité de réponse à une même quantité d’1O2 entre les cellules en sur-
face et les cellules au centre du sphéroïde. Il serait pertinent de mesurer la concentration
en dioxygène [128] pendant l’irradiation des sphéroïdes afin de déterminer si la différence
de mort entre sphéroïdes et mono-couches lors d’un traitement est exclusivement due
aux propriétés physico-chimiques des sphéroïdes (diffusion du dioxygène et propriétés de
propagation de la lumière dans les tissus), ou si les capacités anti-oxydantes des cellules
diffèrent en fonction de leur position dans un sphéroïde, et ainsi de la concentration en
dioxygène et/ou en nutriments à laquelle elles ont accès.

2.4.2 Intérêt de la photo-excitation directe du dioxygène

La génération d’oxygène singulet par photo-excitation directe du dioxygène présente des
avantages et des inconvénients (synthétisés dans la tableau 2.2) par rapport à l’excitation de
photo-agents. La mise en évidence de mort initiée par de l’oxygène singulet généré dans l’espace
inter-cellules, espace inexploité en PDT, ajoute un intérêt à la photo-excitation directe.

Photo-excitation directe et dosimétrie. Une des difficultés majeures liées à la dosimétrie
en PDT est la variabilité biologique. Les interactions des photo-agents avec les cellules sont
complexes et difficiles à quantifier. La comparaison de la mort initiée par l’oxygène singulet
généré à l’intérieur des cellules par photo-excitation directe et en présence de PS pourrait servir
d’outil pour caractériser les interactions entre photo-agents, dioxygène et cellules vivantes.

Photo-excitation directe et thérapies. Au vu des résultats obtenus, nous pouvons estimer
les conditions d’irradiation nécessaires pour détruire une tumeur superficielle de 0.5mm de
diamètre par photo-excitation directe. Prenons un faisceau laser gaussien à 1270nm également
de 0.5mm de diamètre. In vivo, sur des modèles murins [20;36], la concentrations cumulées seuil
[3O2]C mesurée vaut 0.1 à 1mM, soit jusqu’à dix fois moins que pour des sphéroïdes in vitro. La
concentration en dioxygène dans les tumeurs in vivo est de plus 2 à 20 fois [187] inférieure que
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Photo-excitation directe (1270nm) PDT
Espèces produites* 1O2

1O2, O.−
2 et radicaux.

Estimation de la production d’1O2 plus facile difficile
Rendement faible, σ ∼ 10−23 cm2 plus élevé, σ ∼10−17-10−15 cm2

Sources de variabilité biologique cellules cellules + interactions PS/cellules
Toxicité des photo-agents (PS) Non Oui
Taux de production Γ1O2 tissus sains > tumeurs ([3O2]) tumeurs > tissus sains ([PS])
Effet thermique Oui** Non
Génération d’1O2 intra- et extra-cellulaire intra-cellulaire, contraint par PS

Table 2.2 – Table récapitulative des caractéristiques de la photo-excitation directe
du dioxygène et de la PDT. *Production d’espèces directement liée à l’apport de lumière
ou au photo-agent. Les espèces produites peuvent ensuite réagir pour former d’autres espèces.
**La photo-excitation directe à 765nm permet de contourner cet effet.

dans des sphéroïdes irradiés dans une atmosphère à 21% d’oxygène. Prenons donc une valeur
[3O2]C = 1mM et [3O2] =52 µm (5%). Afin de limiter les effets thermiques, la puissance laser
est limitée à 300mW.

En l’absence de dommages initiés par de l’oxygène singulet extra-cellulaire, la concentration
cumulée nécessaire pour tuer 100% des cellules de la tumeur est de l’ordre de 1h. En présence des
dommages extra-cellulaires, l’intensité seuil est réduite à environ 20 min. De plus, une fraction
des cellules à plus longue portée (plusieurs centaines de micromètres) meurent également. 20
minutes est un temps relativement long par rapport aux durées d’exposition classiques utilisées
en PDT in vivo (0.5-10min), qui ne peut être réduit qu’en augmentant la puissance et donc les
effets thermiques (et la déplétion en dioxygène). Néanmoins, la génération d’oxygène singulet
extra-cellulaire pourrait avoir des avantages in vivo qui compensent les temps d’irradiation
longs.

Remarquons que la transition du dioxygène à 765nm (3O2 + hν765nm → O2[1Σ+
g ]) produit

également de l’oxygène singulet mais ne provoque pas une augmentation de la température aussi
importante qu’une irradiation à 1270nm. En effet le coefficient d’absorption à 765nm des cel-
lules, assimilées à de l’eau, est de 0.02 cm−1, à comparer à 1.1 cm−1 pour 1270nm [152], soit plus
de 50 fois plus faible. Dans l’eau, l’efficacité de la transition du dioxygène à son état singulet
à 765nm est réduite d’un facteur 1.5 [8] par rapport à 1273nm, soit une différence suffisamment
faible pour, à taux de production d’1O2 égale, ne pas provoquer d’effets thermiques. La com-
paraison de la réponse des cellules à une même quantité d’1O2 générée par photo-excitation
directe du dioxygène à 1270nm (stress oxydant + stress thermique) et 765nm (stress oxydant
uniquement) pourrait en outre permettre d’étudier la synergie entre stress oxydant et stress
thermique [154–157]. A.S. Yusupov et al. [9] ont détruit une tumeur de la peau chez une patiente
par excitation directe du dioxygène à 1262nm. La contribution des effets thermiques à la mort
des cellules n’a pas été évaluée dans l’étude mais l’hypothèse d’une synergie avec le stress oxy-
dant ne peut être exclue. Il est ainsi également possible que la production d’effets thermiques
se révèlent un atout pour le traitement des tumeurs [154].

Enfin, les photo-agents s’accumulent principalement dans les tumeurs, favorisant la des-
truction sélective des tumeurs en PDT, tandis que la génération optique directe favorise la
production d’1O2 dans les cellules à concentration plus élevée de dioxygène [187], c’est-à-dire les
tissus sains. Ainsi, la génération optique directe permet de s’affranchir des éventuels effets se-
condaires liés à l’introduction de photo-agents dans l’organisme, mais elle provoque également
la mort des tissus sains irradiés.
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Chapitre 3

A la recherche d’espèces toxiques
secondaires générées par 1O2

Nous avons mesuré dans le chapitre précédent de la mort cellulaire à longue portée initiée
par 1O2 dans des sphéroïdes irradiés avec un laser à 1270nm. A de telles distances de l’axe du
faisceau laser, la concentration d’oxygène singulet générée dans les cellules est plus de six ordres
de grandeur en dessous du seuil de toxicité mesuré pour des cellules cultivées en mono-couches.
Cette mort à longue portée disparaît en présence de sérum d’albumine de bœuf (BSA), un désac-
tivateur de l’oxygène singulet qui a une action exclusivement extra-cellulaire (contrairement à
d’autres désactivateurs de 1O2 communément utilisés comme l’azide de sodium NaN3). Ainsi,
nous proposons que l’oxygène singulet généré dans l’espace extra-cellulaire réagit pour produire
une ou plusieurs espèces toxiques, que nous appellerons "espèces secondaires", responsables de
la mort à longue portée. Nous distinguons dommages directs, c’est-à-dire les effets cyto-toxiques
provoqués par une réaction directe de 1O2 avec les cellules, des dommages indirects initiés par
1O2 à attribuer à une ou plusieurs espèces secondaires.

Dans un premier temps, nous allons générer de l’oxygène singulet en focalisant un laser
1270nm à l’extérieur de cellules vivantes cultivées en mono-couches et mesurer la fraction de
cellules mortes en fonction de la distance des cellules à l’axe du faisceau laser. Une fraction
de cellules mortes supérieure à la mort cellulaire observée sans génération de 1O2 est mesurée
jusqu’à 35µm du laser. Nous montrons que le taux de production d’oxygène singulet est trop
faible pour provoquer directement la mort des cellules à plus de 10µm de l’axe du faisceau, et
que la mort mesurée est donc à attribuer à des espèces secondaires.

Dans un second temps, nous souhaitons identifier les produits de l’oxygène singulet. En
irradiant les cellules en présence d’un flux, nous mettons en évidence que la formation des ERO
secondaires ne requiert pas de composés organiques, et que leur durée de demi-vie est inférieure
à la seconde. Des désactivateurs d’ERO sont enfin utilisés dans le but d’identifier quelles ERO
extra-cellulaires sont à l’origine de la mort cellulaire mesurée.

3.1 Introduction

Nous ne sommes pas les premiers à nous intéresser aux effets sur les cellules d’une dose
extra-cellulaire d’1O2 générée par photo-excitation directe du dioxygène. Le groupe de P.R.
Ogilby [23;53;188] notamment, a montré la présence de dommages (et, à dose suffisante, de mort
cellulaire) suite à une irradiation avec un laser à 765nm focalisé à quelques microns des mem-
branes des cellules. Rappelons que 765nm permet d’exciter directement le dioxygène à un son
second état singulet (3O2 + hν765nm → O2[1Σ+

g ]) et que la conversion au premier état singulet,
responsable des effets cytotoxiques (O2[1Σ+

g ] → O2[1∆g]) est quasiment instantanée (∼ ps).
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Ainsi, les effets d’une excitation à 765nm sont a priori similaires à ceux d’une excitation de
l’oxygène à 1270nm. Dans les travaux de P.R. Ogilby et al., les dommages sont toutefois at-
tribués à l’oxygène singulet seul. Les résultats obtenus suite à l’irradiation de sphéroïdes nous
encouragent à revoir cette affirmation.

Afin de mettre en évidence la présence d’espèces chimiques secondaires, responsables de
dommages indirects initiés par l’oxygène singulet extra-cellulaire, nous devons mettre en place
une expérience d’irradiation et établir une liste d’espèces secondaires potentielles au vu des
mécanismes de réaction existants identifiés dans la littérature.

3.1.1 Génération extra-cellulaire de 1O2 par photo-excitation directe du di-
oxygène à 1270nm.

Afin d’éprouver l’hypothèse de la production d’espèces toxiques par l’oxygène singulet dans
le milieu extra-cellulaire, nous devons mettre en place une expérience qui minimise la production
intra-cellulaire d’1O2 et maximise la production extra-cellulaire. Le faisceau laser est focalisé à la
limite de la diffraction (waist ω=0.64 µm, mesuré en annexe B) et localisé à l’extérieur de cellules
cultivées en mono-couches (figure 3.1). La majorité de l’oxygène singulet est produit dans un
volume de quelques micromètres cube. Ainsi, les éventuelles ERO secondaires sont également
générées dans ce volume restreint et leur concentration est proportionnelle à la distance à l’axe
du faisceau laser. La mesure de la fraction de cellules mortes en fonction de la distance au laser
permettra par conséquent d’estimer les concentrations toxiques d’ERO secondaires.

Figure 3.1 – Image d’une mono-couche de cellules MCF-7. Point rouge : faisceau laser
gaussien de waist ω0=0.64 µm. Le laser est focalisé à l’extérieur des cellules.

Jusqu’à présent, les cellules ont été irradiées dans un milieu de culture DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) supplémenté de sérum fœtal de veau, L-glutamine et antibiotiques
(pénicilline et streptomycine), qui assure la survie et la prolifération de cellules MCF-7. Le
DMEM est un milieu chimiquement complexe [189] contenant, entre autres, du glucose, des sels,
des acides aminés, du pyruvate et des vitamines. Le sérum fœtal de veau contient de plus
des facteurs de croissance (ions, protéines, hormones) propices à la prolifération des cellulaire.
Certains de ces composés, par exemple le pyruvate [190], ont des propriétés anti-oxydantes. Nous
souhaitons limiter le nombre de composés chimiques présents dans le milieu extra-cellulaire
pendant l’irradiation, afin de limiter les possibilités de réaction de 1O2. Pendant l’irradiation,
les cellules sont donc cultivées dans une solution tampon phosphate saline (PBS), ce qui restreint
le nombre de réactions potentielles auxquelles peut prendre part l’oxygène singulet.
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3.1.2 ERO potentiels produits de l’oxygène singulet

Les cellules sont irradiées dans une solution tampon phosphate saline (PBS), à pH=7.4.
Nous avons établi une liste de produits de réaction possibles de l’oxygène singulet dans le PBS
à partir de la littérature.

Composition du PBS. Le PBS [191] est composé de sels et d’ions à base de phosphate
(concentrations d’ions phosphate [H2PO−4 ]=1.5mM, et [HPO2−

4 ]=8mM), de sodium, potassium,
chlore ([Cl−]=130mM), calcium, et magnésium, dilués dans de l’eau. Les cellules sont irradiées
dans une atmosphère constituée à 75% de N2, 21% de O2, et 5% de CO2, et à une température
de 25 ◦C. A saturation, les concentrations de gaz atmosphériques dilués dans le PBS sont de
[O2] = 0.25mM et [N2]=0.5mM [62]. Le CO2 gazeux dissous forme diverses espèces aqueuses,
notamment H2CO3, HCO−3 et CO2−

3 . La concentration totale en carbone inorganique dissous
est de l’ordre de 10 µm.

En plus des éléments du PBS et des gaz atmosphériques dissous, des protéines [192] et des
ERO [193;194] sont sécrétées dans le milieu extra-cellulaire par les cellules, et peuvent atteindre
des concentrations de l’ordre du micro-molaire à proximité des membranes des cellules. Des
débris cellulaires, attirés dans l’axe du laser qui a un effet de pince optique, peuvent également
être une source de composés organiques dans le milieu extra-cellulaire.

ERO potentiels et propriétés. Cinq espèces réactives de l’oxygène : H2O2, HO., O3, H2O3,
O.−

2 , ont été identifiées comme produits de réaction potentiels de 1O2. Le peroxyde d’hydrogène
(H2O2) est plus fréquemment considéré comme source [195–197] d’oxygène singulet, il a néanmoins
été identifié comme produit de réaction de l’oxygène singulet en présence d’ascorbate [78]. La pro-
duction de H2O2 à partir de 1O2 et H2O est théoriquement possible [198;201] (équation (3.1)),
mais n’a pas été mesurée expérimentalement. Le radical hydroxyle HO. est un produit de la
réaction entre 1O2 et des phénols, ou entre 1O2 et des biomolécules NADPH [81;82]. Des mé-
canismes de formation dans l’eau de l’ozone, O3, et du trioxydane (aussi appelé sesquioxyde
d’hydrogène), H2O3, à partir de 1O2

[198;202], au cours d’une réaction catalysée par des anticorps,
ont également étés validés théoriquement (équation (3.2), équation (3.3)). Néanmoins, à notre
connaissance, aucune mesure expérimentale de H2O3 dans le but de montrer sa génération par
1O2 n’a été effectuée à ce jour. Enfin, la génération d’anion superoxyde O.−

2 à partir de 1O2
requiert la présence de donneurs d’électrons (équation (3.4)). Parmi ceux identifiés expérimen-
talement [79;80], on trouve des amines, azides, phénols et sulfides. Certains de ces composants
sont présents dans les cellules et pourraient être libérés dans le milieu extra-cellulaire.

3 1O2 + 2 H2O ↔ 2 H2O2 + 2 3O2
[196;198;201] (3.1)

1O2 + 3 H2O ↔ H2O3 + 2 H2O
[198;202] (3.2)

H2O3 +1 O2 → O3 +H2O2
[198;202] (3.3)

1O2 + e→ O.−2
[79;80] (3.4)

Certaines ERO déclenchent des réactions en chaîne, également source de ERO : la dégrada-
tion de l’ozone dans l’eau, par exemple, produit de nombreux radicaux [203;204] dont HO. et O.−

2
qui deviennent par la suite réactifs à leur tour. Le tableau 3.1 rassemble les produits potentiels
de 1O2. Leur propriétés sont décrites ci-dessous.
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Espèce τ1/2 Ordre Désactivateur Concentration létale

H2O2
[78] >24h 1 Catalase [205–207] 0.5mM pour ∆t=2h

HO. [81;82] 0.1ms** pour 1 µm [213] 2 KI [208;209] 2nM [210] (∆t=24h),
1 µm [213] (∆t=1min)

O3
[202;214–216] ∼5min*** [217;218] 1 KI [219] 0.2mM [220] (∆t=5min),

0.5mM (∆t∼ min) [215]

H2O3
[198;199] 20ms* [200] 1 Pyridine [200] ?

O.−
2

[79;80] 25ms* pour 100 µm [221] 2 Superoxyde Dismutase [221] 1 µm (∆t=24h) [222],
2 µm (∆t=6h) [223]

Table 3.1 – Table des ERO secondaires, produits potentiels de réaction de l’oxygène
singulet dans du PBS. La colonne "ordre" se réfère à l’ordre de la réaction de dégradation des
espèces dans le PBS. τ1/2 : durée de (première) demi-vie mesurée dans du PBS à 25 ◦C et pH=7.4,
ou dans (*) de l’eau distillée, (**) de l’eau dé-ionisée, (***) eau & solutions tampon phosphatées
à pH=7.4. Concentration toxique : ordre de grandeur de la concentration extra-cellulaire requise
pour obtenir une fraction de cellules mortes de 50% (mort mesurée généralement 24h après
l’exposition) lors d’une exposition de durée ∆t (expériences in vitro sur des cellules humaines
ou de mammifères).

3.1.2.1 Demi-vie et ordre de réaction

La durée de demi-vie, τ1/2, des espèces chimiques peut être indépendante (dégradation
d’ordre 1) ou dépendante (dégradation d’ordre 2) de leur concentration. Toutes les espèces
considérées sont des molécules de petite taille, de coefficient de diffusion D∼ 2×10−9 m2s−1

dans le PBS. Il leur faut donc environ 100ms pour parcourir une distance de 15 µm.

Certaines durées de demi-vie de la littérature citées ont été mesurées dans de l’eau et non
du PBS et sont donc sur/sous-estimées. La décomposition de l’ozone, notamment, est ralentie
par la présence d’ions phosphate [204] qui réagissent avec HO., un de ses produits de réaction.
La demi-vie de l’ozone est donc potentiellement plus longue dans le PBS.

HO., en plus de réagir avec les ions phosphates, a une durée de demi-vie de 0.1ms dans
l’eau lorsqu’il est présent à des concentrations toxiques (1 µm pour une irradiation de 1 min).
Pour atteindre une demi-vie de l’ordre de 100ms, il faudrait une concentration de ∼ 1 nm, en
supposant que sa durée de demi-vie ne soit pas réduite dans le PBS. Ces concentrations sont a
priori inférieures aux concentrations létales.

3.1.2.2 Concentrations létales

Nous avons cherché dans la littérature des valeurs de concentrations dites "létales" d’ERO
correspondent à la concentration à laquelle une lignée donnée de cellules humaines ou de mam-
mifères doit être exposée in vitro pendant une durée ∆t afin d’obtenir une fraction de cellules
mortes de 50 %. Dans ce chapitre, nous irradions les cellules dans du PBS pendant une durée
∆t=10 min. Afin d’estimer l’ordre de grandeur de la concentration létale dans nos conditions
d’irradiation, nous devons estimer l’impact de la durée d’exposition sur la concentration létale.

Concentration létale, cas de H2O2

Ma collègue D. Simiuc (doctorante au PhLAM) a mesuré une durée de demi-vie > 24h de
H2O2 dans du PBS, pour des concentrations de 1 à 100 µm. Ma collègue A. Pruvost (Ingénieur
d’études au PhLAM) a mesuré la fraction de cellules MCF-7 cultivées en mono-couches mortes
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suite à l’exposition pendant 2h à différentes concentrations de H2O2 extra-cellulaire (ajouté à du
milieu de culture DMEM sans pyruvate). La mort des cellules est mesurée 24h après irradiation.
Pour [H2O2] = 10 et 100 µm respectivement, la fraction de cellules mortes atteint 0.05 et 0.5,
24h après exposition.

Des expériences similaires ont été faites sur des cellules MCF-7 dans la littérature [224;225]
avec des résultats du même ordre de grandeur. Un modèle de toxicité de H2O2 en fonction
de la durée d’exposition et de la concentration a été proposé par M. Gulden et al. [226] pour
des cellules de la lignée C6 (cellule tumorale du cerveau -gliome- de rat). Ce modèle propose
une loi de proportionnalité entre concentration létale C50 et durée d’exposition t (en heures)
(équation (3.5)). La concentration létale C50 correspond à une Fraction de Cellules Mortes
(FCM) de 0.5.

C50(t) = C50,∞ + kt−n, (3.5)

avec n=1.5, k=480 µm/h et C50,∞=26 µm. Le coefficient k est lié aux capacités d’élimination de
H2O2 par les cellules, par la mobilisation de mécanismes antioxydants. Pour une irradiation de
2h, la concentration létale de H2O2 est ainsi de 195 µm. Au vu de la différence entre les lignées
cellulaires, un écart d’un facteur 2 avec les valeurs mesurées pour MCF-7 n’est pas surprenant.
Pour une irradiation de 10min, on trouve une concentration létale de 7mM, 35 fois plus que
pour une irradiation de 2h. Ainsi, on peut estimer que, dans nos conditions d’irradiation, une
concentration de H2O2 >1mM est requise pour obtenir une fraction de cellules mortes de 0.5.

Concentration létale pour une durée d’exposition de 10 minutes

Au vu du modèle de toxicité de H2O2, nous estimons un ordre de grandeur de toxicité
associé à une durée d’exposition des cellules de 10 minutes, en faisant l’hypothèse que la toxicité
évolue selon une loi puissance en 1<n<1.5. Les résultats sont présentés tableau 3.2. En plus des
incertitudes liées aux estimations, les différences expérimentales entre les études de la littérature
(lignée cellulaire, milieu de culture, présence éventuelle d’un flux, etc.) et nos expériences nous
imposent de considérer ces valeurs avec précaution.

Espèce C50 (exposition de 10min)
1O2 (intra-cellulaire) 0.01nM
H2O2 >1mM
HO. 0.1 µm
O3 100 µm
H2O3 ?
O.−

2 50-300 µm

Table 3.2 – Estimation des concentration létales d’ERO extra-cellulaires. La fraction
de cellules mortes suite à une exposition de 10 minutes à une concentration de ERO extra-
cellulaire C50 est de 0.5.

Remarquons que la concentration toxique C50 = 0.01nM de 1O2, liées aux dommages directs
de 1O2 (génération intra-cellulaire), mesurée dans le chapitre précédent pour une exposition de
10min, est 104 fois plus faible que la concentration toxique extra-cellulaire de la seconde ERO
la plus toxique considérée (HO.).
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Concentrations des ERO secondaires

Il s’agit enfin de déterminer si les concentrations létales estimées sont compatibles avec les
concentrations produites lors des irradiations effectuées.

Faisons l’hypothèse que l’oxygène singulet est le réactif limitant dans la production de ERO
secondaires et que les réactions peuvent être caractérisées par une constante de réaction du
premier ordre Kox (en s−1). Le taux de production (en mol/L/s) d’une ERO secondaire dépend
donc du taux de production Γ d’oxygène singulet et de Kox (équation (3.6)). Γ est lui-même
proportionnel à la concentration en dioxygène dans le milieu extra-cellulaire (équation (3.8)).

d[1O2]
dt

=D∇2[1O2] + Γ−K[1O2]−Kox[1O2] (3.6)

Γ = σ1270
hν1270

[3O2] I (3.7)

d[3O2]
dt

=D∇2[3O2]− Γ +K[1O2] (3.8)

Dans de l’eau pure, l’oxygène singulet se désexcite avec un coefficient de réaction K=ln(2)/τ1/2=
1.98×105 s−1, avec τ1/2=3.5 µs le temps de demi-vie de l’oxygène singulet. Le ratio entre K et
Kox détermine la fraction de molécules d’oxygène qui réagissent dans le PBS pour former des
ERO secondaires. Pour Kox=0, l’oxygène a la même réactivité dans le PBS que dans l’eau pure.
Dans le cas le plus favorable à la production de ERO, K � Kox : quasiment tout l’oxygène
singulet réagit pour produire des ERO secondaires.

Nous avons simulé numériquement les profils de concentrations d’ERO secondaires (an-
nexe C) en fonction de Kox. La concentration de ERO maximale est atteinte (à 1% près) lorsque
Kox=2×107 s−1. Elle dépend de la demi-vie dans le PBS de l’ERO considérée et ne dépasse ja-
mais [ERO]max=50 µm. Cette concentration maximale est a priori trop basse pour observer
de la mort cellulaire provoquée par H2O2. Des expériences complémentaires permettront de le
confirmer.

3.1.2.3 Désactivateurs d’ERO

La colonne "désactivateurs" du tableau 3.1 répertorie des molécules qui réagissent avec l’ERO
associée. Les constantes de réaction entre ERO et désactivateurs sont données dans la section
dédiée aux désactivateurs. Des désactivateurs seront ajoutés au PBS dans le but d’identifier les
ERO secondaires responsables de la mort des cellules : si, en présence d’un désactivateur, la
fraction de cellules mortes (FCM) diminue, la toxicité peut être attribuée à l’ERO désactivée.

3.2 Protocoles et Méthodes

3.2.1 Dispositif expérimental et expérience d’irradiation

Les cellules sont cultivées en mono-couches et irradiées dans le même conditions que dans
le chapitre précédent (figure 3.2a), hormis le grossissement de l’objectif du microscope. La
focalisation du laser à travers un objectif 60X à forte ouverture numérique (Nikon, ON=1.4,
immersion à huile) permet d’obtenir un faisceau de waist ω=0.64 µm, dit "focalisé". Près de
50% de l’oxygène singulet produit est contenu dans un volume de (2×2×2)µm3 centré sur le
point de focalisation du laser, et plus de 75% dans un volume de (4×4×4)µm3. Nous pouvons
ainsi irradier à proximité des cellules en limitant fortement la concentration d’oxygène singulet
générée à l’intérieur des cellules. Un schéma à l’échelle de l’expérience est présenté figure 3.2b.
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(a) (b)

Figure 3.2 – Schéma expérimental pour la réalisation d’une source de production
extra-cellulaire d’1O2. Figure (a) Des cellules MCF-7 (cellules humaines cancéreuses du
sein) sont cultivées en mono-couches, et irradiées avec un laser 1270nm à faisceau gaussien.
La mort cellulaire est caractérisée par le marqueur CellTox Green (Ex/Em : 480nm/530nm).
La boîte de culture est intégrée à un incubateur qui maintient les cellules à 37 ◦C dans une
atmosphère contrôlée (21% O2, 5% de CO2 et 74% de N2) afin de suivre les cellules irradiées
par imagerie (en lumière directe et par fluorescence) sur plusieurs jours. L’incubateur est lui-
même placé sur un plateau de microscope XYZ automatisé, qui permet d’irradier et d’imager
de multiples champs de cellules sur une même boîte de culture. (b) Schéma à l’échelle de
l’expérience d’irradiation. La distance r laser-cellule est définie comme la distance entre l’axe
du faisceau laser et la membrane de la cellule. Les cellules sont irradiées dans du PBS. Le
taux de production de 1O2 est proportionnel à l’intensité I(r,z) laser. I0=7.7kW/cm2 pour une
puissance laser P=50mW.

Les cellules sont irradiées pendant ∆t=10min à une puissance laser P=50mW. Le laser
est focalisé z=10µm au dessus de l’interface verre/milieu de la boîte de culture. Une position
z=10µm garantit que le point de focalisation est bien dans le milieu extra-cellulaire. De plus,
les cellules font ∼ 5µm de hauteur, et nous souhaitons focaliser le laser légèrement au dessus
des cellules afin de limiter un éventuel effet d’écrantage entre cellules.

3.2.2 Dispositif d’irradiation sous flux

Une expérience d’irradiation des cellules sous flux est mise en place afin d’évaluer le temps
de demi-vie des ERO secondaires et de préciser le mécanisme de leur production. En effet,
la concentration des ERO secondaires potentielles à durée de demi-vie longue est réduite en
présence d’un flux, contrairement à celle des ERO secondaires potentielles à durée de demi-vie
faible. Le flux permet également d’évacuer les débris cellulaires et de réduire la concentration
dans le PBS d’éventuelles espèces chimiques sécrétées par les cellules. Ainsi, nous pouvons
déterminer si des composants organiques sont nécessaires à la génération d’ERO secondaires.

Les cellules sont cultivées dans un canal de 5mm×50mm de côté et 0.15mm de hauteur.
L’entrée et la sortie du canal sont reliés à une seringue et un réservoir (50mL) afin de faire passer
un flux de 0.5mL/h de PBS pendant l’irradiation, et un flux de milieu de culture (également
0.5mL/h) une fois l’irradiation terminée. Le contrôle du flux est assuré par un pousse seringue
(NE-1000 Single Syringe Pump, New Era Pump Systems). Le PBS est "tiré" depuis les réservoirs
de PBS/milieu jusqu’à la seringue (figure 3.3a).
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Deux réservoirs de 50mL, un de milieu de culture (DMEM), et un de PBS sont maintenus
dans une atmosphère à 5% de CO2. Le milieu et le PBS contiennent 1X de CellTox Green
(marqueur fluorescent de la mort cellulaire). Un interrupteur manuel permet de choisir le réser-
voir relié au reste du circuit fluidique. L’interrupteur est basculé vers le réservoir de DMEM,
maintenu à une température de 37 ◦C, de telle sorte que le DMEM atteigne la puce environ
10 minutes après la fin de la dernière irradiation laser. Les tubes (ref 10841) et la connectique
fluidique sont achetés chez Ibidi.

Le flux est démarré environ une heure avant le début de l’irradiation et maintenu après
l’irradiation pendant le suivi des cellules. Le PBS atteint les cellules environ 30 minutes avant
l’irradiation du premier champs de cellules, et 2h avant l’irradiation du dernier. Nous n’avons pas
mesuré de corrélation entre la fraction de cellules mortes et l’ordre d’irradiation des champs de
cellules. La vitesse moyenne de flux dans le canal est de Vmoy = 0.19mm/s. Les cellules irradiées
sont choisies à une distance d’environ 0.5mm (0.2-0.8mm) du bord du canal. La vitesse de flux
au niveau des cellules (de hauteur ∼ 5 µm est de Vcell = 0.003-0.010mm/s. Le profil (estimé
analytiquement) de la vitesse de flux est représenté figure 3.3c. Des précisions supplémentaires
sur le protocole et les simulations numériques associées sont apportées dans l’annexe D.

La puce est placée sous microscope (figure 3.3b), et insérée dans un plateau chauffant (Ibidi,
Ref 10918), qui est activé après l’irradiation afin de maintenir les cellules à 37 ◦C pendant le
suivi des cellules (suivi sur environ 24 après l’irradiation). L’irradiation a lieu à température
ambiante. Le reste du dispositif expérimental (microscope, laser, caméra etc.) est identique à
celui utilisé pour les irradiations sans flux.
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(a) (b)

(c)

Figure 3.3 – Expérience d’irradiation des cellules en flux. Figure (a) Schéma du dispo-
sitif expérimental associé aux expériences d’irradiation de cellules en flux. La boîte de culture
est remplacée par une puce fluidique dans laquelle est gravée un canal de 5mm×50mm×0.15mm.
Les cellules cultivées dans ce canal sont soumises à un flux de vitesse moyenne Vmoy = 0.19mm/s
avant, pendant et après l’irradiation. Après l’irradiation, le flux de PBS est remplacé par un
flux de milieu de culture. La puce est reliée à une seringue motorisée qui contrôle la vitesse de
flux, et à deux réservoirs (PBS et milieu de culture) thermalisés. Les réservoirs sont maintenus
dans une atmosphère à 5% de CO2. Figure (b) Schéma du dispositif d’imagerie et d’irradiation
associés à la puce fluidique. Le dispositif est très similaire au dispositif associé à une irradiation
sans flux (figure 3.2). Figure (c) Profil de flux obtenu par simulation. Les cellules sont irradiées
à proximité du bord du canal (0.2-0.8mm) de la puce. La vitesse du flux au niveau des cellules
est ainsi de Vcell = 0.003 à 0.010mm/s.
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3.2.3 Mesure de la fraction de cellules mortes

Comme dans le chapitre précédent, la mort cellulaire est caractérisée par le marqueur fluo-
rescent CellTox Green. Les cellules sont suivies par imagerie pendant environ 24h après la fin
de l’irradiation. Des images en lumière blanche par transmission, et de fluorescence sont prises
toutes les 20 minutes.

1O2 et les ERO secondaires potentielles sont générées majoritairement dans un volume de
quelques micromètres cube au niveau du point de focalisation du laser. Ces espèces vont par la
suite diffuser. Leur concentration est ainsi une fonction de la distance au laser, de leur temps de
demi-vie, et de leur coefficient de diffusion. Nous mesurons ainsi la fraction de cellules mortes
en fonction de la distance au laser dans le but d’estimer la concentration des différentes espèces
à une distance au laser donné et d’associer à cette concentration la réponse des cellules.

3.2.3.1 Mort en fonction du milieu extra-cellulaire

De l’1O2 est généré à l’extérieur des cellules dans du PBS et initie de la mort cellulaire
jusqu’à plusieurs dizaines de micro-mètres de l’axe du laser (figure 3.4). La Fraction de Cellules
Mortes (FCM) mesurée est comparée à la fraction de cellules mortes (FCM) obtenue lorsque
le PBS est remplacé par du milieu de culture (DMEM complété avec 10% de sérum fœtal de
veau, 1% de L-glutamine et 0.4% de pénicilline/streptomycine). La FCM pour 15≥r≥35 µm
est réduite dans le milieu de culture. Les composés présents dans le milieu de culture ne sont
donc pas nécessaires à la génération de sous-espèces toxiques de 1O2. Au contraire, ils semblent
réduire leur rayon d’action, probablement en réagissant avec 1O2 ou les ERO secondaires.

Les fractions de cellules mortes en fonction de la distance au laser r sont calculées en fai-
sant le ratio entre le nombre de cellules mortes et le nombre total de cellules irradiées, dans
l’intervalle [r-k ;r+k], avec k=2.5µm. Le choix de k=2.5 µm permet de calculer une FCM sur
n>20 cellules par point de mesure. Les intervalles de confiances associés aux fractions de cellules
mortes expérimentales sont calculés au moyen d’une méthode bootstrap, décrite dans la section
section 3.2.3.3.

Figure 3.4 – Fraction de cellules mortes (FCM) en fonction de la distance des cellules à l’axe
du laser et le milieu irradié, milieu de culture cellulaire (DMEM) ou un tampon phosphate salin
(PBS). La FCM basale : fraction de cellules mortes en absence d’irradiation laser. Points de
mesure : FCM sur intervalle [r-2.5 µm,r+2.5 µm]. Barres d’erreur : erreurs standard à la moyenne
obtenues par méthode bootstrap. Nombre total de cellules par intervalle 20<ncell < 30 pour
r<40 µm et 30<ncell < 60 pour r<80 µm.
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3.2.3.2 Mort basale

La mesure de la fraction de cellules mortes en absence d’irradiation permet de définir un
seuil de mort basale, et des intervalles de confiance associés. Les cellules sont placées dans les
mêmes conditions que pour une irradiation dans du PBS et sont suivies 30 heures. La FCM
globale sur une population de 550 cellules est de 2.3%. Lorsque la FCM basale est calculée
sur des intervalles de 5 µm comme pour les cellules irradiées, chaque intervalle contient un
nombre de cellules ncell. 20<ncell <30 pour une distance au laser r<40 µm, et 30<ncell <60
pour 40<r<80 µm. Le nombre de cellules par intervalle dans les expériences contrôle est du
même ordre que pour les expériences d’irradiation. Dans ces conditions, la FCM basale est de
l’ordre de 5 +/-5% pour r<40 µm (0-2 cellules mortes sur 20 à 30 cellules), et de 3 +/-3% pour
40<r<80 µm.

Lors de l’irradiation de cellules dans du PBS avec un laser 1270nm, la FCM obtenue est
supérieure à 5% jusqu’à r=35 µm. Au delà, elle est du même ordre que la mort basale. Pour cette
raison, dans la suite de ce chapitre, la fraction de cellules mortes est étudiée sur des distances
au laser comprises entre r=0 et r=40 µm.

3.2.3.3 Méthode statistique

Cette section explique comment sont obtenus les p-valeurs et les intervalles de confiance
associés aux mesures expérimentales dans les chapitres 3 et 4.

Dans ce chapitre, nous allons comparer la fraction de cellules mortes en fonction de la dis-
tance au laser pour différents protocoles d’irradiation. Nous devons effectuer un test statistique,
afin de déterminer si nous pouvons attribuer les différences mesurées aux différences de proto-
cole, ou s’il s’agit au contraire de variabilité statistique due au nombre réduit de cellules dans
les échantillons.

Hypothèse nulle et p-valeur. L’hypothèse nulle H0 est l’hypothèse que deux échantillons
fassent partie d’une même population. Si l’on compare les effets de deux protocoles d’irradiation
différents, l’hypothèse nulle permet de rendre compte que le paramètre expérimental modifié
n’a aucun effet sur la fraction de cellules mortes (FCM). Comme les échantillons sont constitués
d’un nombre réduit d’éléments, la FCM mesurée peut différer d’un échantillon à l’autre. En
supposant H0 vraie, et que la mort cellulaire est décrite par une loi normale, une probabilité
d’occurrence ’p’ peut être associée à la différence de FCM mesurée entre deux expériences. Plus
la différence entre la FCM des deux échantillons est élevée et plus la taille des échantillons est
grande, plus la p-valeur p est faible.

Si la p-valeur p est suffisamment faible, il est considéré suffisamment improbable d’obtenir
les distributions observées pour réfuter H0. La différence de protocole expérimental a un effet dit
"statistiquement significatif" sur la fraction dr cellules mortes. Une p-valeur "suffisamment faible"
correspond à p inférieur à un seuil d’importance α. Traditionnellement, α est fixé arbitrairement
à 0.05 [227;228]. On considère ainsi que l’on se permet de réfuter l’hypothèse nulle lorsqu’il est
possible d’affirmer que, si l’on considère H0 vraie, la différence de FCM mesurée entre les deux
échantillons a moins de 5% de chance d’être obtenue expérimentalement.

Test de comparaison de populations. Le valeur de p est obtenue en effectuant un test
de comparaison de proportions de populations indépendantes. Soient p̂1 et p̂2 les fractions
de cellules mortes mesurées pour des échantillons contenant respectivement n1 et n2 cellules,

65



l’équation (3.10) décrit comment obtenir la valeur de Z, dont on déduit la p-valeur.

p̂ = nmortes/n, (3.9)

Z = p̂1 − p̂2√
p̂1(1−p1 )

n1
+ p̂2(1−p2 )

n2

(3.10)

Z traduit le nombre d’écarts-types séparant les valeurs moyennes de deux échantillons comparés,
plus Z est grand, plus les deux échantillons sont statistiquement différents, et plus la p-valeur
est faible. La p-valeur est calculée à partir de Z par calcul de l’intégrale sous une distribution
normale. Des tables de correspondances Z ↔ p permettent d’associer Z à la probabilité p de
retrouver les deux distributions expérimentales dans l’hypothèse H0 vraie. Par exemple, p<0.05
si Z>1.96, et p<0.01 si Z>2.57.

Ce calcul de la p-valeur à partir de Z est pertinente lorsque la distribution des moyennes as-
sociées aux populations testées suit une loi normale, et pour des échantillons de "grande taille".
Selon le théorème central de la limite, pour une taille d’échantillon suffisamment grande, la dis-
tribution normale des moyennes est garantie. Nous n’avons pas assez de données expérimentales
pour valider cette hypothèse. Nous augmentons donc artificiellement la taille des échantillons
pour chaque condition d’irradiation testée en appliquant une méthode "bootstrap" [229;230], qui
a pour but d’associer un intervalle de confiance (écart-type à la moyenne) aux données expéri-
mentales obtenues.

Méthode "bootstrap". La méthode dite "bootstrap" en anglais est une méthode itérative qui
consiste à constituer à partir de l’échantillon de données expérimentales un nouvel échantillon
de même taille par tirage au sort avec remise. Soit i=1000 le nombre d’itérations de tirage,
on obtient ainsi i échantillons à partir de l’échantillon initial. A chacune de ces i itérations est
associé une fraction de cellules mortes FCMi. La FCM moyenne sur i itérations convergent vers
une valeur limite. La convergence à i=1000 itérations a été confirmée (il n’y a pas de variation
de FCM et des erreurs standard associées entre i=1000 et i=2000). Soulignons que la FCM
moyenne calculée suite à 1000 itérations bootstrap est identique à la FCM calculée à partir
de l’échantillon expérimental. La méthode bootstrap a uniquement pour but d’apporter un
intervalle de confiance aux données expérimentales et donc d’évaluer leur robustesse statistique.

Dans les chapitres 3 et 4, les barres d’erreur (erreur standard à la moyenne) associées aux
fractions de cellules mortes mesurées sont toutes déterminées par méthode bootstrap.

3.2.4 Simulations de la concentration de 1O2 et des ERO

La représentation sous la forme de fractions de cellules mortes en fonction de la distance
au laser a été choisie pour décrire la réponse des cellules à un stress oxydant initié par 1O2.
La distance au laser ne présente un intérêt que dans la mesure où nous pouvons la convertir
en concentration d’espèces (concentration d’1O2, de ERO secondaires, de ERO en présence de
désactivateurs etc.)

Nous avons décrit analytiquement dans le chapitre d’introduction le taux de production
d’oxygène singulet en fonction des paramètres d’irradiation laser et de la concentration en
dioxygène. Les concentrations d’espèces en fonction de la distance radiale à l’axe du laser r
sont simulées à l’aide du logiciel Comsol Multiphysics v5.3. [323] Les équations différentielles
traduisant la réaction et la diffusion des espèces, et des informations supplémentaires associées
aux simulations sont présentées dans l’annexe C.

La figure figure 3.5a donne le profil de concentration en 1O2 dans un environnement sans
cellules, pour un faisceau laser 1270nm focalisé dans le milieu extra-cellulaire. Cette concentra-
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tion est calculée (équation (3.11)) en faisant l’hypothèse que seule la désexcitation spontanée et
les réactions avec le solvant (eau) ont lieu dans le PBS (pas de production d’ERO secondaires).

d[1O2]
dt

= D∇2[1O2] + Γ−K[1O2] (3.11)

[1O2] = Γ
K

(3.12)

A l’état stationnaire (atteint en moins de 10ms), [1O2] dépend de la production d’1O2 par le
laser Γ (en mol/L/s) et du coefficient de réaction K=ln(2)/τ1/2=1.98×105s−1 (équation (3.12)),
avec τ1/2=3.5 µs la demi-vie de l’oxygène singulet dans de l’eau.

Figure 3.5 – Simulation numérique de la concentration d’oxygène singulet à l’état
stationnaire. Concentration d’oxygène singulet, [1O2], en fonction de la distance r à l’axe
du laser et du plan z. Coordonnées du point de focalisation du faisceau : (r,z)=(0,10µm). Les
cellules adhèrent au plan z=0 et ont une hauteur de ∼5 µm.

A partir de cette concentration, nous estimons la concentration d’1O2 cumulée générée à
l’intérieur des cellules, c’est-à-dire la quantité molaire (en mol/L) d’1O2 produite dans une
cellule sur la totalité de l’irradiation. Notre objectif est de comparer la fraction de cellules
mortes obtenue expérimentalement lors d’une irradiation extra-cellulaire avec la fraction de
cellules mortes attendue dans l’hypothèse d’une absence de ERO secondaires. Cette dernière
sera appelée "fraction de cellules mortes théorique". Nous souhaitons justifier l’existence de ERO
secondaires en montrant que la fraction de cellules mortes expérimentales est plus élevée que la
fraction de cellules mortes théorique.

3.2.5 Concentration cumulée de 1O2 dans les cellules

Par simulation numérique, nous avons obtenu la concentration de 1O2 à l’état stationnaire
en fonction des coordonnées cylindriques (r,z). A partir de cette concentration, du volume d’une
cellule, et du coefficient de réaction K, nous pouvons calculer la concentration cumulée [1O2]C
générée dans une cellule lors d’une irradiation de durée ∆t=tf -t0=10 minutes (équation (3.13)).

[1O2]C = K

Vcell

∫ t=tf

t=t0

∫∫∫
[1O2](r, z)drdzdθ (3.13)

[1O2]C dépend de la configuration géométrique des cellules considérées. Les cellules sont carac-
térisées par leur distance r à l’axe du laser. La géométrie des cellules MCF-7 cultivées en mono-
couches est paramétrée dans l’annexe A.2. Nous mesurons un volume de cellule Vcell=1500 µm3,
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un diamètre médian D=30 µm avec un ratio d’aspect médian entre le petit et le grand axe des
cellules de 1.5, et une hauteur de cellule h∼5 µm.

La variabilité géométrique des cellules est à l’origine d’une variabilité de concentration cu-
mulée d’oxygène singulet pour des cellules à une même distance r de l’axe du laser (figure 3.6a).
Nous adoptons un modèle de cellule en forme de couronne qui surestime la quantité totale d’1O2
(NC en mol) générée dans les cellules (équation (3.15)). En pratique, Le taux de production
d’1O2 pour r>30 µm est négligeable (<1 molécule/s), on peut donc considérer que le diamètre
externe de la couronne vaut R’=30 µm et que la concentration cumulée [1O2]C est nulle pour
des cellules à une distance r>R’ du laser.

[1O2]CVcell = NC (3.14)

NC = ∆tK 2πR
∫ z=h

z=0

∫ x=R

x=r
[1O2](r, z)drdz (3.15)

La quantité NC (en mol) d’oxygène singulet générée dans les cellules est divisée par le
volume moyen d’une cellule MCF-7, Vcell=1500 µm3. Nous obtenons ainsi un majorant de la
concentration cumulée en mol/L en fonction de la distance r des cellules au laser (figure 3.6b).
Nous détaillerons par la suite le calcul du seuil de toxicité de 1O2 associé à la mort de 5% des
cellules. Ce seuil (en pointillés rouges dans la figure) vaut 0.5mM et est atteint pour r>10 µm.

(a) (b)

Figure 3.6 – Concentration d’1O2 et variabilité cellulaire. Figure (a) Deux cellules
de même volume à une distance r de l’axe du faisceau laser. La cellule (a) est exposée à une
concentration de 1O2 inférieure à celle à laquelle est exposée la cellule (b). La quantité d’1O2
générée dans la "cellule" (c) avec R’=∞ est un majorant de la quantité générée dans toute
cellule réelle. Le taux de production d’1O2 pour r>30 µm est négligeable (<1 molécule/s), on
peut donc considérer R’=30 µm et [1O2]C=0 pour des cellules à une distance r>R’ du laser.
Figure (b) : Concentration cumulée [1O2]C d’1O2 générées dans une cellule de géométrie (c)
lors d’une irradiation de durée ∆t=10min. En pointillés rouges, le seuil de toxicité correspondant
à une fraction de cellules mortes de 5%, soit de l’ordre de la mort basale mesurée. Le cadre en
haut à droite permet de visualiser l’intersection entre le seuil à 5% et la courbe concentration
cumulée, à une distance r=10 µm du laser.
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3.2.6 Fraction de cellules mortes en fonction de la concentration cumulée de
1O2

Nous savons désormais évaluer la concentration cumulée d’oxygène singulet (maximale) gé-
nérée à l’intérieur et à l’extérieur des cellules en fonction de leur distance à l’axe du laser. Nous
souhaitons donc évaluer la fraction de cellules mortes (FCM) associée à la quantité de 1O2
à laquelle les cellules sont exposées. Dans l’hypothèse d’une absence de ERO secondaires, les
cellules ne subissent que des dommages directs.

La fraction de cellules mortes suite à des dommages exclusivement directs peut être estimée
à partir des résultats expérimentaux du chapitre précédent. En effet, nous avons irradiés des
populations de cellules cultivées en mono-couches (avec un faisceau laser de waist ω=40 µm) et
l’ajout de BSA, un désactivateur extra-cellulaire de 1O2, n’a pas d’effet statistiquement signifi-
catif sur la mort des cellules (résultats chapitre 2 : section 2.3.5). Nous faisons donc l’hypothèse
que la mort cellulaire mesurée en mono-couches dans le chapitre précédent est exclusivement
due à de l’1O2 intra-cellulaire et donc des dommages directs. En pratique, cette hypothèse nous
amène a estimer un majorant de la fraction de cellules mortes due à des dommages directs.

Les expériences d’irradiation de mono-couches effectuées dans le chapitre 2 nous permettent
ainsi de tracer une courbe FCM(r) de la fraction de cellules mortes en fonction de la distance
r à l’axe du laser. Nous devons désormais évaluer la concentration cumulée d’oxygène singulet
reçue par les cellules en fonction de leur distance r au laser. Pour cela nous devons premièrement
estimer l’intensité laser moyenne à laquelle est exposé chaque cellule, en fonction de r. De
cette intensité moyenne, nous déduisons la concentration cumulée en oxygène singulet, [1O2]C
produite. Nous pourrons alors enfin tracer une FCM en fonction de [1O2]C .

3.2.6.1 Calcul de l’intensité laser moyenne <I> dans les cellules

Nous souhaitons estimer l’intensité laser moyenne <I> à laquelle chaque cellule est exposée.
Le faisceau gaussien peut être considéré collimaté (longueur de Rayleigh de 4mm, à comparer
à la hauteur d’une cellule de ∼ 5 µm), l’intensité laser i locale en un point n’a donc qu’une
composante radiale (équation (3.16)). Au vu de la variabilité géométrique des cellules en mono-
couches (section 3.2.6.1), nous estimons l’intensité moyenne reçue à partir de la distance au
laser des cellules et du diamètre moyen D d’une cellule MCF-7 (équation (3.17)).

i(r) = i0 exp(−2 r
2

ω2 ) (3.16)

< I(r) > =
∫ r+D
x=r (i(x))

D
dx ∼ Σr+D

x=r (i(x))
D

(3.17)

Sources d’erreur sur <I>. Nous avons plusieurs sources d’erreur : la première est le mo-
dèle géométrique de la cellule. Nous avons choisi une formule de I simple qui ne tient pas
compte de la forme polygonale des cellules ni de la variabilité de leur dimensions. Évaluons
uniquement l’impact de la variabilité du diamètre des cellules : D= 30 +/- 6.3 µm. En utilisant
l’équation (3.17), l’intensité moyenne auxquelles sont exposées deux cellules de 23 et 37 µm
de diamètre est multipliée par respectivement 115-130% et 80-88% par rapport à l’intensité
moyenne reçue par une cellule de D=30 µm. Plus r est important, plus l’écart est important
(écart évalué jusqu’à r=100 µm, la distance maximale à laquelle nous mesurons de la mort).
En comparaison, l’erreur sur la mesure de la distance r cellule-laser (∼ 1 µm) induit une erreur
globale <20% pour r<100 µm et <10% pour r<50 µm.

Nous choisissons de calculer des fractions de cellules mortes sur des intervalles d’intensité
suffisamment grands pour limiter l’impact des erreurs sur <I> sur les résultats. Chaque inter-
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Figure 3.7 –Variabilité géométrique de cellules en mono-couches. Croix rouge : position
de l’axe du faisceau laser. "1" et "2" : deux cellules au périmètre délimité en rouge. r1, r2 : distance
laser-cellules. Barre d’échelle = 100 µm. La variabilité géométrique des cellules a un impact sur
l’intensité laser et donc le taux d’oxygène singulet généré au sein des cellules.

valle d’intensité est de la forme [In,In+1], avec In+1 ∼ 2×In. Chaque intervalle contient plus de
25 cellules pour une des conditions d’irradiation données.

3.2.6.2 Fractions de cellules mortes en fonction de <I>

Nous avons associé à chaque cellule une intensité laser <I>, que nous noterons désormais I,
et défini des intervalles d’intensité [In,In+1] dans lesquels nous pouvons calculer une fraction de
cellules mortes FCM(I), avec I= In+In+1

2 . Expérimentalement, toutes expériences d’irradiation
confondues, 0< I <7000 W/cm2. Pour des irradiations de durée 5 à 60 minutes, les cellules
exposées à une intensité I < 0.1 W/cm2 meurent à la même fréquence que les cellules non
irradiées.

Afin d’estimer la robustesse statistique des fractions de cellules mortes mesurées, la fraction
de cellules mortes FCM(I) est calculée par la méthode "bootstrap". Un exemple de courbe
expérimentale est montré figure 3.8. Les courbes sont extrapolées par des fonction de type
sigmoïdale (équation (3.18)), afin de pouvoir associer une fraction de cellules mortes à chaque
intensité laser (figure 3.8).

FCM(I) = 1
1 + ( I50

I )A
(3.18)

L’intensité I50 est telle que FCM(I50)=0.5. Pour une irradiation de durée ∆t=10min, le meilleur
accord avec les données expérimentales est obtenu pour A=1.67 +/- 0.12 et I50=184 +/- 9.5
W/cm2.
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Figure 3.8 – Fraction de cellules mortes expérimentale en fonction de l’intensité laser
I (en W/cm2) à laquelle sont exposées les cellules, pour une irradiation de durée ∆t=10min.
Les résultats expérimentaux sont extrapolés par une fonction de type sigmoïdale.

3.2.6.3 Fraction de cellules mortes en fonction de la quantité d’1O2 généré

Nous avons désormais une courbe traduisant la fraction de cellules mortes (FCM) en fonc-
tion de l’intensité laser moyenne I à laquelle sont exposées les cellules. Nous souhaitons obtenir
la fraction de cellules mortes en fonction de la concentration cumulée [1O2]C de molécules
d’oxygène singulet générées par laser. La courbe associée est qualifiée de courbe "dose-effet". La
concentration cumulée [1O2]C est estimée à partir de l’intensité I (équation (3.19)). Dans l’hy-
pothèse d’une absence de génération de ERO secondaires, la concentration [3O2] en dioxygène
au niveau de la mono-couche de cellules est constante pendant l’irradiation, et vaut 0.23mM
(simulations numériques dans l’annexe C.2).

[1O2]C =
∫ t=tf

t=t0

σ

hν
I[3O2]dt (3.19)

FCM([1O2]C) = 1
1 + ( [1O2]C50

[1O2]C )A
(3.20)

Avec σ
hν= 10−4 cm2/W le ratio entre la section efficace du dioxygène à 1270nm et l’énergie d’un

photon à 1270nm et la durée d’exposition ∆t=tf -t0.

La figure 3.9 présente différentes courbes dose-effet en fonction de la durée d’exposition ∆t.
L’évolution de la FCM en fonction de [1O2]C est à nouveau décrite par une fonction sigmoïde
équation (3.20). Les paramètres A et [1O2]C50 des courbes sigmoïdes qui décrivent les résultats
expérimentaux dépendent du temps d’irradiation : [1O2]C50 vaut respectivement 1.6, 2.0 et
2.6mM et A 1, 1.27 et 1.67. Au vu des écarts-types sur les données expérimentales, nous ne
pouvons pas exclure que les différences observées soient dues à la variabilité biologique des
cellules et la variabilité statistique due au nombre de cellules irradiées (>20 cellules par point
de mesure, le nombre de cellules augmente lorsque [1O2]C50 diminue.) Cette différence, pourrait
néanmoins être la conséquence d’une différence de contribution des dommages indirects (ERO
secondaires) à la mort cellulaire en fonction de la durée d’irradiation. Nous ne pouvons enfin
as non plus exclure que la réponse biologique des cellules à une même quantité [1O2]C dépende
du temps d’irradiation. Nous n’avons pas à ce jour les éléments pour favoriser une hypothèse
plutôt que l’autre.

Dans le cadre des expériences de détection d’une sous-espèce de l’oxygène singulet, l’ex-
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(a) (b)

Figure 3.9 – Fraction de Cellules Mortes (FCM) en fonction de la concentration
cumulée d’oxygène singulet, [1O2]C , lors d’une irradiation de durée figure (a) ∆t=10min
et figure (b) ∆t=10/30/60min. Nous observons une variation de la mort avec ∆t, notamment
pour les FCM faibles.

citation extra-cellulaire a une durée ∆t=10 minutes. Les courbes dose-effet obtenues pour
∆t=10min sont ainsi utilisées afin d’estimer la fraction de cellules mortes attendue à proxi-
mité du faisceau laser (dans l’hypothèse d’une absence de ERO secondaires) et de la comparer à
la FCM expérimentale. Toutefois, utiliser la courbe dose-réponse associées à ∆t=60min plutôt
que ∆t=10min ne changerait pas les conclusions tirées dans ce chapitre. En effet, lors d’une ir-
radiation extra-cellulaire avec un laser focalisé (figure 3.11, partie Résultats ), utiliser la courbe
dose réponse associée à ∆t=10min permet d’estimer la fraction de cellules mortes due aux
dommages directs de 1O2. Cette FCM vau 3%, <0.1% et <0.1% à respectivement une distance
r=10,11 et 12 µm de l’axe du laser. La courbe dose-effet à ∆t=60min permet quant à elle d’es-
timer une FCM de 10%, 5% et <0.1% à respectivement r=10,11 et 12 µm de l’axe du laser.
Dans les deux cas la mort attendue est quasiment nulle passé r=12 µm. La FCM expérimentale
observée reste supérieure à 5% jusqu’à r=35 µm, soit à des distances beaucoup plus grandes.

3.2.7 Désactivateurs de ERO

Afin d’identifier les ERO secondaires, c’est-à-dire les produits de réaction de 1O2 dans le
PBS, nous utilisons des désactivateurs d’espèces réactives de l’oxygène. Un désactivateur est une
molécule avec une affinité chimique pour une espèce, qui réagit donc avec cette espèce suffisam-
ment vite pour qu’elle n’ait pas l’occasion de participer à d’autre réactions chimiques. Ainsi, en
présence d’un désactivateur extra-cellulaire adapté, la fraction de cellules mortes associée aux
dommages indirects devrait être réduite.

Les désactivateurs d’ERO utilisés dans ce chapitre sont l’albumine de sérum de boeuf (BSA),
des enzymes anti-oxydantes : la catalase et la superoxyde dismutase (SOD), l’iodure de potas-
sium (KI), et la pyridine, une molécule organique.

3.2.7.1 Propriétés des désactivateurs

La spécificité d’un désactivateur est son aptitude à réagir fortement avec une espèce donnée
et peu ou pas du tout avec d’autres espèces. Une constante de réaction KD (en M−1s−1 dans
les cas que nous étudierons) décrit la cinétique de réaction entre désactivateur et l’espèce consi-
dérée. Lorsque KD ∼1010 M−1s−1, la réaction est dite limitée par la diffusion : les deux espèces
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réagissent dès qu’elles entrent en contact. La désactivation peut être physique ou chimique. Une
désactivation physique ne modifie pas la structure du désactivateur. La réaction avec l’espèce
désactivée provoque par exemple une émission de chaleur. Une désactivation chimique a lieu par
un transfert de charge ou une réorganisation des liaisons chimiques. Le désactivateur est ainsi
modifié lorsqu’il réagit, avec potentiellement une modification de ses capacités de désactivation.
Des informations de la littérature sur des désactivateurs des potentielles ERO secondaires sont
regroupées tableau 3.3.

BSA Catalase KI Pyridine SOD
1O2 8×108 [186] 2.5×107 [231] 106 [232–234] 105 [235] 2.7×109 [236] ou 3×107 [231]

H2O2 modéré* [237] 105 [205;206] 10−2 [238] ? 0.5 [221;239]
O3 >105 [240;241] NA [242] 108-109 [219;243] ? NA [244]

O.−
2 8×104 [245] 2×105 [221;246] NA [247] NA [248] ∼109 [221;249;250]

HO. modéré* [237] NA [211;242] 1010 [208;209] NA [248] NA [211]

H2O3 ? ? ? ? ?

Table 3.3 – Constantes de réaction KD (en M−1s−1) entre désactivateurs et ERO. * : les
coefficients exacts ne sont pas donnés ; à concentration égale de BSA, les concentrations [HO.]
et [H2O2] sont moins réduites que [O3] [O.−

2 ] et [1O2]. "NA" : pas de réaction détectée entre
désactivateur et ERO. " ?" absence de données.

Afin d’estimer la spécificité des désactivateurs, il ne suffit pas de comparer les constantes
de vitesses entre elles. Les propriétés de l’espèce à désactiver, notamment son temps de demi-
vie, déterminent l’efficacité du désactivateur. Nous souhaitons estimer la spécificité de chaque
désactivateur en décrivant analytiquement les cinétiques de réaction.

3.2.7.2 Estimation analytique de l’action des désactivateurs

A partir des équations de réaction/diffusion des espèces, nous allons estimer analytiquement
l’action des désactivateurs. Pour cela, nous négligerons la diffusion, et considérons le taux de
production d’oxygène singulet constant (nous négligeons ainsi la déplétion en dioxygène). Les
simulations numériques de la concentration des ERO en présence de désactivateurs, qui tiennent
compte de la diffusion et de la déplétion en dioxygène, sont regroupées dans l’annexe C.4.

Équation de concentration de 1O2. L’équation (3.21) décrit l’évolution de la concentration
d’oxygène singulet extra-cellulaire, [1O2]. L’oxygène singulet est produit par irradiation laser
avec un taux de production Γ et se désexcite avec une constante de réaction K. K = ln(2)/τ1/2
= 1.98×105 s−1, avec τ1/2 la durée de demi-vie de 1O2 dans de l’eau pure. L’oxygène singulet
réagit également pour former des ERO secondaires, avec une constante de réaction Kox (en s−1).

∂[1O2]
∂t

= D∇2[1O2] + Γ−K[1O2]−Kox[1O2] (3.21)

L’oxygène singulet et les ERO de taille similaire diffusent dans le PBS avec une constante
de diffusion D=2×10−9m2s−1. Si Kox � K, tout l’1O2 produit réagit pour former des ERO
secondaires. Si Kox = K, environ une molécule de 1O2 sur deux réagit pour former des ERO se-
condaires. Dans les simulations numériques, nous calculons la concentration pour quatre valeurs
de Kox : 0, 2×104, 2×105, 2×106 et 2×107 s−1. Il n’y a pas (<1%) d’évolution des concentrations
pour Kox > 2×107 s−1.

L’équation (3.22) décrit l’évolution de la concentration de 1O2 en présence d’une concen-
tration [X] de désactivateur. La constante de réaction KX (en M−1s−1), traduit la vitesse de
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réaction entre un désactivateur ’X’ et l’oxygène singulet.

∂[1O2]
∂t

−D∇2[1O2] = Γ−K[1O2]−Kox[1O2]−KX [X][1O2] (3.22)

Équation de concentration des ERO. Faisons l’hypothèse qu’1O2 ne produit qu’une
seule ERO secondaire. La concentration de cette ERO dépend de son ordre de dégradation.
L’équation (3.23) décrit l’évolution de la concentration d’une ERO d’ordre 1, C1. L’équation (3.25)
décrit celle d’une ERO d’ordre 2, C2, en présence d’une concentration [X] de désactivateur.

∂C1
∂t

=D∇2(C1) +Kox[1O2]−K1C1 −KX [X]C1 (3.23)

K1 =ln(2)/τ (1)
1/2 (3.24)

∂C2
∂t

=D∇2(C2) +Kox[1O2]−K2C
2
2 −KX [X]C2 (3.25)

K2 C2 =1/(2 τ (2)
1/2) (3.26)

Les constantes de réaction K1 (en s−1) et K2 (en M−1s−1) traduisent la dégradation des es-
pèces dans le solvant et permettent de calculer les durées de demi-vie τ (1)

1/2 et τ (2)
1/2 des espèces

considérées. Les valeurs des durées de demie-vie associées aux ERO secondaires sont listées en
début de chapitre tableau 3.1. Pour O.−

2 et HO., K2 = 2×105M−1s−1 [221] et 1010 M−1s−1 [213]

respectivement.

Action des désactivateurs sur la concentration d’ERO. Nous souhaitons estimer le ra-
tio entre la concentration d’ERO sans ajout de désactivateurs et la concentration d’ERO en
présence d’un désactivateur. La concentration de désactivateur [X] est homogène et peut être
considérée constante dans le temps. En effet, soit la désactivation ne consomme pas le désactiva-
teur (catalase, SOD), soit [X] est supérieure de plusieurs ordres de grandeur à la concentration
maximale de ERO. Des précisions supplémentaires sont apportées dans l’annexe C.4.

Résolvons dans un premier temps les équations différentielles à l’état stationnaire et sans
tenir compte de la diffusion des espèces, et en considérant la concentration en dioxygène, et
donc la concentration d’oxygène singulet à l’état stationnaire, constantes. Pour des espèces
de dégradation d’ordre 1, nous résolvons l’équation (3.27) en absence (équation (3.29)) et en
présence (équation (3.28)) de désactivateur. Le facteur de réduction de la concentration en
présence de désactivateur est décrit par le ratio équation (3.30).

0 = K1C1 +KX [X]C1 −Kox[1O2] (3.27)

C1(X = 0) = Kox[1O2]
K1

(3.28)

C1 = Kox[1O2]
K1 +KX [X] (3.29)

C1(X = 0)
C1

= 1 + KX

K1
[X] (3.30)

Pour une espèce de dégradation d’ordre 2, le ratio de concentrations en absence et en présence
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de désactivateur est décrit par l’équation (3.34).

0 = K2C
2
2 +KX [X]C2 −Kox[1O2] (3.31)

C2(X = 0) =
√
Kox[1O2]

K2
(3.32)

C2 = −KX [X] +
√

(KX [X])2 + 4K2Kox[1O2]
2K2

(3.33)

C2(X = 0)
C2

=
√

4K2Kox[1O2]
−KX [X] +

√
(KX [X])2 + 4K2Kox[1O2]

(3.34)

Plus le taux de production d’ERO Kox[1O2] est petit devantKX [X], plus le ratio est grand, donc
plus le désactivateur est efficace. La concentration d’oxygène singulet [1O2] a une dépendance
spatiale forte. Choisir le taux de production Kox[1O2] au niveau du point de focalisation laser
permet d’estimer un minorant de l’efficacité du désactivateur. Si tout l’oxygène singulet réagit
pour former une ERO secondaire (Kox ≥ 2×107s−1), Kox[1O2] = 0.12M/s au point de focalisation
laser (dans un volume de 1 µm3).

Bilan. Le tableau 3.4 donne une estimation du ratio entre la quantité d’espèces totale pré-
sentes sans ajout de désactivateur au PBS et en présence de désactivateur. Plus le ratio est
élevé, plus le désactivateur est efficace. Les concentrations de désactivateurs utilisées sont 3mM
de BSA, 1mM de KI, 4µM (>1000u/mL) de catalase, 20µM de SOD (>1000u/mL), ou 30mM
de pyridine. Les concentrations sont choisies en fonction de la solubilité des désactivateurs dans
le PBS (BSA et catalase), de leur cytotoxicité (100mM de pyridine toxique), et de leur efficacité
(1mM de KI et 20µM de SOD suffisent pour réduire très fortement l’activité des ERO asso-
ciées). Les solutions de PBS contenant de la catalase et/ou de la SOD sont filtrées avec un filtre
0.22µm avant d’être ajoutées aux cellules.

BSA Catalase KI Pyridine SOD
1O2 1+ 24×105

1.98×105+Kox
1.05 < 1.01 < 1.01 1.05 à 1.2

H2O2 * > 2 <1.01 ? <1.1
O3 >1000 1 >1000 ? 1
O.−

2 >2.05 <1.1 1 1 >130
HO. * 1 >290 1 1
H2O3 ? ? ? ? ?

Table 3.4 – Ratio entre la concentration d’espèces sans ajout de désactivateur et en présence
de désactivateur. Plus le ratio est élevé, plus l’effet du désactivateur est important. Un ratio
de 1 signifie qu’aucune action du désactivateur n’a été mise en évidence à notre connaissance
dans la littérature. Concentrations de désactivateurs utilisées : [BSA]=3mM, [Catalase]=4 µm,
[KI]= 1mM, [Pyridine]=30mM, et [SOD]=20 µm. Pour les espèces d’ordre 2 (O.−

2 et HO.),
les ratios de concentration sont des minorants, obtenus pour Kox[1O2] = 0.12M/s (majorant
de concentration, obtenu au point de focalisation laser). * Les ratios ne sont pas connus ; à
concentration égale de BSA, les concentrations [HO.] et [H2O2] sont moins réduites que [O3]
[O.−

2 ] et [1O2] (se référer au tableau 3.3 pour les références de la littérature).

Les valeurs obtenues par simulation numérique en tenant compte de la diffusion des espèces
(en annexe C.4) donnent des résultats proches des résultats estimés analytiquement, hormis
pour la désactivation de H2O2. Le calcul du ratio de concentrations (sans/avec désactivateur)
de H2O2 à l’état stationnaire n’est pas pertinent car la durée d’irradiation (10 minutes) est
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très courte devant le temps de demi-vie (>24h) de H2O2 dans le PBS. Le ratio calculé à l’état
stationnaire surestime le ratio réel de plusieurs ordres de grandeur. Pour H2O2, les valeurs
données dans le tableau 3.4 sont les valeurs obtenues par simulation numérique.

3.3 Résultats
Nous distinguons deux types de dommages aux cellules initiés par l’oxygène singulet. Les

effets cytotoxiques provoqués par une réaction de 1O2 avec les cellules, qualifiés de dommages
directs, et les dommages létaux à attribuer à une ou plusieurs ERO secondaires, produits de 1O2
dans le milieu extra-cellulaire, qualifiés d’indirects. Au vu de la durée de demi-vie de 1O2 dans
de l’eau pure (∼ 3.5 µs), seul l’oxygène singulet généré à l’intérieur des cellules ou à proximité
(∼0.1 µm) de la membrane des cellules peut provoquer des dommages directs.

Dans le chapitre précédent, nous avons irradié des cellules cultivées en mono-couches avec un
faisceau laser gaussien à 1270nm de waist ω=40 µm. Dans cette configuration, la désactivation
d’1O2 extra-cellulaire n’a que peu d’effet sur la mort des cellules (résultats figure 2.22a). Ainsi
nous attribuons la mort des cellules à des dommages très majoritairement directs. Nous pouvons
ainsi associer une Fraction de Cellules Mortes (FCM) à une concentration cumulée d’oxygène
singulet donnée. Cette FCM, dite "théorique" est comparée à la FCM obtenue expérimentale-
ment lors de la focalisation extra-cellulaire dans du PBS du laser 1270nm.

Nous montrons dans un premier temps que, pour une même concentration cumulée d’oxygène
singulet, la FCM expérimentale est supérieure à la FCM théorique, et va donc dans le sens de la
présence de dommages indirects. Dans un second temps nous cherchons à identifier les espèces
et mécanismes de réaction à l’origine de ces dommages indirects.

3.3.1 Mise en évidence de dommages indirects

La concentration cumulée d’oxygène singulet produite par le laser est simulée numérique-
ment. Elle dépend de la durée de demi-vie τ1O2 de l’oxygène singulet dans le PBS. Le coefficient
de diffusion du dioxygène est fixé à D=2×10−5cm2s−1. Dans l’hypothèse de l’absence de produc-
tion d’ERO secondaires, la τ1O2 devrait être la même que dans de l’eau pure. Dans l’hypothèse
d’une génération d’ERO secondaires, τ1O2 devrait diminuer par rapport à sa valeur dans l’eau
pure. Nous simulons néanmoins également la concentration cumulée d’oxygène singulet pour
des demi-vies supérieures à 3.5 µs.

Les résultats de la figure 3.10 montrent que, quelque-soit la valeur de τ1O2 , la FCM théorique
ne correspond pas à la FCM expérimentale. La mort mesurée n’est donc pas compatible avec
l’hypothèse de dommages exclusivement directs, et suggère donc que l’oxygène singulet réagit
dans le PBS pour produire une ou plusieurs ERO secondaires. Pour τ1O2=3.5 µs, la fraction de
cellules mortes devrait être nulle pour r>10 µm. Au delà de r=10 µm toute la mort mesurée est
par conséquent due à des dommages indirects.
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Figure 3.10 –Comparaison des fractions de cellules mortes (FCM) théoriques avec la
FCM expérimentale mesurée dans du PBS. Demi-vie de l’oxygène singulet, τ1/2, variable.
Le profil théorique, qui suppose que 1O2 ne réagit pas dans le PBS pour produire des espèces
toxiques, n’est jamais en adéquation avec le profil expérimental.

3.3.2 Effet du taux de production d’oxygène singulet sur les dommages in-
directs.

Afin de provoquer de la mort cellulaire à plusieurs dizaines de micromètres du laser, 1O2
doit non seulement réagir pour produire des espèces secondaires, mais également les produire en
quantités toxiques. La toxicité d’une espèce est liée à sa concentration. Nous nous sommes donc
intéressés à l’évolution des FCM théoriques et expérimentales pour différents taux de production
de 1O2 (figure 3.11).

Le taux de production de 1O2 est contrôlé par les paramètres d’irradiation laser : la puissance
P et le temps d’irradiation ∆t. Nous reproduisons l’expérience d’irradiation dans du PBS,
initialement faite à puissance P=50mW, pour P=22mW et P=7mW. Les taux de production
d’oxygène singulet sont maximaux au point de focalisation du laser, et valent respectivement
165, 73 et 23.2 mM/s lorsque la production d’ERO secondaires est nulle (coefficient de réaction
Kox=0) et 128, 65 et 22.4 mM/s lorsque la production d’ERO secondaire est maximale (Kox

≥ 2×107s−1). Cette différence est liée à la déplétion en dioxygène (simulations numériques
dans l’annexe C.2). Ainsi, irradier des cellules avec une puissance laser P=7mW réduit la dose
d’oxygène singulet par un facteur 7.14 (Kox=0) à 5.71 (Kox=2×107 s−1) par rapport à une
irradiation à P=50mW.

Les FCM expérimentales sont très différentes des courbes théoriques pour P=50mW et
P=22mW. L’oxygène singulet n’est pas produit en quantités suffisantes pour provoquer de la
mort cellulaire par dommages directs au delà de r=10 µm, or nous observons expérimentale-
ment une FCM supérieure à la mort basale (5%) jusqu’à r=20 et r=35 µm pour P=22mW et
P=50mW respectivement. Pour une puissance laser P=7mW, les profils théoriques et expéri-
mentaux se rejoignent : la part de dommages indirects est réduite par rapport aux irradiations
aux puissances plus élevées.
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Figure 3.11 – Comparaison des fractions de cellules mortes (FCM) théoriques avec la FCM
expérimentale mesurée dans du PBS. Puissance laser P variable. Les profils expérimentaux et
théoriques ne sont proches que pour P=7mW. Barres d’erreur : erreur standard à la moyenne.

En conclusion, plus le taux de production d’oxygène singulet est faible, plus le profil de la
fraction de cellules mortes est proche du profil associé aux dommages directs. Une réduction du
taux de production d’un facteur 5.7-7.1 suffit à faire disparaître les dommages indirects.

3.3.3 Mort en présence d’un désactivateur extra-cellulaire d’1O2

Une deuxième façon de confirmer la présence de dommages indirects est de désactiver l’oxy-
gène singulet extra-cellulaire en ajoutant 3mM de sérum d’albumine de veau (BSA) au PBS
avant l’irradiation. Rappelons que la BSA a une constante de réaction avec 1O2 de KBSA =
8×108 M−1s−1 [186], et que l’ajout d’une concentration [BSA] équivaut donc à diviser la concen-
tration d’oxygène singulet par un facteur α=1 + KBSA[BSA]

K+Kox
, avec K=1.98×105 s−1 la constante

de réaction associée à la désexcitation de 1O2 dans l’eau et Kox la constante de réaction associée
à la production d’ERO secondaires dans le PBS. Si Kox=0 (absence d’ERO secondaires et donc
de dommages indirects), α = 13.1.

Nous allons estimer Kox à partir de la réduction de la fraction de cellules mortes en présence
de BSA.

3.3.3.1 Effet de la BSA sur la fraction de cellules mortes

En présence de BSA, la fraction de cellules mortes (FCM) en fonction de la distance r au
laser est réduite par rapport à une irradiation dans du PBS seul(figure 3.12), sans ajout de
BSA. Dans la figure 3.12b, la fraction de cellules mortes est calculée sur deux intervalles : pour
r<10 µm et pour 10<r<35 µm. Dans le premier intervalle, les dommages directs contribuent
potentiellement à la fraction de cellules mortes mesurée. Dans le second intervalle, la mort
cellulaire est due exclusivement aux dommages indirects attribués aux ERO secondaires.

Pour 20 µm≤r≤35 µm, la fraction de cellules mortes en présence de BSA est inférieure à la
mort basale (∼5%), et supérieure à la mort basale lors d’une irradiation sans ajout de BSA.
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(a) (b)

Figure 3.12 – Effet de la BSA sur la Fraction de Cellules Mortes (FCM). FCM
en fonction de la distance r des cellules à l’axe du laser. PBS : pas de BSA dans le milieu
extra-cellulaire. PBS + BSA : 3mM de BSA ajouté au PBS. En présence de BSA la FCM
est réduite. Figure (a) FCM calculée sur [r-2.5 µm,r+2.5 µm] pour chaque point de mesure.
n>20 cellules par intervalle. Figure (b) FCM pour une distance au laser 0<r<10 µm (cellules
irradiées 40<ncell <50) et 10≥r≥35 µm (100<ncell <150). (***) p<0.001. Barres d’erreur (toutes
figures) : erreurs standard à la moyenne obtenues par méthode bootstrap.

En conclusion, seul l’oxygène généré à l’extérieur des cellules contribue à la mort cellulaire. De
plus, la BSA réduit la fraction de cellules mortes de manière importante dès r=5 µm, donc les
ERO secondaires contribuent à la mort dès une distance de 5 µm de l’axe du laser.

3.3.3.2 Estimation de la constante de réaction Kox

La constante de réaction Kox est inconnue, nous ne connaissons donc pas le facteur α qui
traduit la réduction de la concentration d’1O2 en présence de 3mM de BSA. Nous sommes en
mesure d’estimer l’effet de la puissance laser sur le taux de production d’1O2. Afin d’évaluer α,
nous comparons donc la FCM en présence de BSA, mesurée suite à une irradiation à puissance
laser P=50mW, à la FCM obtenue lors d’irradiations à différentes puissances laser.

Contrairement à la réduction de la puissance laser, l’ajout de BSA affecte uniquement la
fraction de cellules mortes liée à la production extra-cellulaire de 1O2. Nous comparons donc
l’effet de la BSA et d’une réduction de la puissance pour une distance au laser r>10 µm.

La fraction de cellules mortes mesurée (figure 3.13) est supérieure à la fraction observée pour
P=12mW et supérieure à celle obtenue pour P=22mW. La concentration en oxygène singulet est
donc divisée par un facteur compris α entre 50/22=2.3 et 50/12=4.2. Après simulation numé-
rique, pour prendre en compte l’impact de la déplétion en dioxygène sur le taux de production
de 1O2 en fonction de la puissance laser (simulations dans l’annexe C.2), 2.1 < α < 3.8. Le
coefficient de réaction Kox est donc compris entre 6.5×105 et 2.0×106 s−1 (calculé à partir de
la formule de α).

En conclusion, au vu de l’action de la BSA sur la fraction de cellules mortes, le coefficient de
réaction Kox, qui caractérise la réaction de 1O2 dans le PBS pour former des ERO secondaires,
est compris entre Kox=6.5×105 à 2×106 s−1. Les concentrations d’ERO secondaires seront
estimées par la suite pour Kox=2×105 et 2×106s−1 afin d’obtenir un encadrement de leur valeur
exacte.
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Figure 3.13 – Fraction de Cellules Mortes (FCM) en fonction de la distance r des cellules à
l’axe du laser. La FCM dans du PBS seul pour différentes puissances laser P est comparée à la
FCM obtenue dans du PBS à P=50mW en présence de 3mM de BSA. Les FCM sont calculées
sur des intervalles [r-2.5 µm,r+2.5 µm] pour chaque point. n>20 cellules par intervalle. Barres
d’erreur (toutes figures) : erreurs standard à la moyenne obtenues par méthode bootstrap.

3.3.4 Estimation du temps de vie des ERO secondaires

Nous venons de confirmer l’existence d’ERO secondaires. Nous souhaitons désormais les
caractériser. Au vu des composants présents dans le PBS, présentés en introduction, les possi-
bilités de réaction de 1O2 dans le PBS sont réduites, et nous avons identifié comme produits
potentiels H2O2, O3, H2O3, O.−

2 et HO..

Ces ERO ont des temps de demi-vie très différents dans le PBS (de la milliseconde pour HO. à
plus de 24h pour H2O2). Les cellules sont irradiées en présence d’un flux de PBS afin d’estimer le
temps de vie des ERO secondaires. De plus, le flux, en renouvelant le PBS, permettra d’identifier
si des éléments organiques sont nécessaires à leur génération. En effet, les mécanismes associés
à la production de HO. et O.−

2 identifiés dans la littérature requièrent la présence d’éléments
organiques qui ne font pas partie de la composition du PBS mais qui pourraient être synthétisés
par les cellules.

3.3.4.1 Propriétés du flux

Les cellules sont irradiées dans une puce fluidique en présence d’un flux de PBS. Le flux, de
vitesse ∼10 µm/s au niveau des cellules, permet d’éliminer les espèces secrétées par les cellules
et autres débris organiques. Ainsi, si ces espèces sont nécessaires à la génération des produits
de l’oxygène singulet, la mort en présence de flux devrait être réduite. De plus le flux réduit la
concentration des espèces à plus longue durée de vie (>1s : O3, H2O2 et O.−

2 si sa concentration
est <1 µm) et crée une asymétrie spatiale de concentration : la concentration est plus importante
en aval du flux qu’en amont.

L’asymétrie est simulée numériquement figure 3.14c. Des précisions supplémentaires sont
apportées dans l’annexe D. Nous ne retrouvons pas d’asymétrie marquée dans la fraction de
cellules mortes expérimentale (figure 3.14d), ce qui encourage à penser que la ou les ERO
secondaires présentes ont une durée de demi-vie maximale de l’ordre de 100ms.
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3.3.4.2 Flux et stress cellulaire non-oxydant

Les cellules soumises à un flux sont potentiellement plus sensibles au stress oxydant. Une
vitesse moyenne de flux de 0.19mm/s produit des contraintes de cisaillement <0.2 dyn/cm2 [251],
en théorie trop faibles pour endommager des cellules MCF-7 [252–254]. Toutefois, malgré un aspect
morphologique normal, les cellules se divisent peu en présence de flux : 10% de cellules se divisent
en 24h comparé à ∼50% dans une boite de culture sans flux. La mort basale concerne de plus
10 +/- 2% des cellules en 24h, à comparer à 2.3 +/- 1% sans flux. Cette augmentation de la
mort basale nous impose d’être prudents lorsque nous comparons la mort cellulaire avec et sans
flux.

3.3.4.3 Flux et mort cellulaire

La génération d’1O2 extra-cellulaire en présence de flux provoque de la mort cellulaire com-
parable, voire plus élevée, que l’irradiation sans flux (figure 3.14a). Nous expliquons l’augmen-
tation de la fraction de cellules mortes par l’augmentation de la mort basale en présence de flux
(10% à comparer à 2%), qui traduit une fragilisation des cellules. La BSA, qui réduit la fraction
de cellules mortes en l’absence de flux en désactivant l’oxygène singulet extra-cellulaire, réduit
également la fraction de cellules mortes en présence de flux (figure 3.14b).

En conclusion, les cellules meurent à longue portée (distance r>10 µm) lorsque les composés
organiques dissous dans le PBS, et les divers débris cellulaires, sont évacués au moyen d’un flux.
Nous proposons donc que l’oxygène singulet extra-cellulaire ne requiert pas la présence de com-
posés organiques dans le PBS pour générer des produits toxiques. Enfin, l’absence d’asymétrie
spatiale dans la distribution des cellules mortes en présence de flux suggère que la durée de vie
des ERO secondaires est inférieure ou égale à ∼ 100ms.

Parmi les ERO secondaires potentielles listées dans le tableau 3.1, H2O2 et O3 ont une durée
de demi-vie respectivement supérieure à 24h (dans le PBS) et d’environ 5min (dans de l’eau
pure) : la fraction de cellules mortes observée en flux et l’absence d’asymétrie rendent leur pré-
sence improbable. H2O3 a une demi-vie de 20ms dans de l’eau distillée, et, pour 2×105s−1 <Kox

< 2×106s−1, HO. et O.−
2 ont des durées de première demi-vies <1ms et ∼0.1s respectivement,

compatibles avec le maintien de la fraction de cellules mortes. Toutefois, aucun des donneurs
d’électron identifiés dans la littérature permettant de produire O.−

2 à partir de 1O2 ne fait partie
de la composition du PBS. De même, la production de HO. par 1O2 requiert a priori la présence
de composés (phénols, NADPH) absents dans le PBS.

Afin de confirmer l’absence ou la présence de ces espèces, nous allons utiliser des désacti-
vateurs de ERO et, pour l’anion superoxyde O.−

2 , une méthode de détection par fluorescence.
Toutes les expériences qui vont suivre sont effectuées sans flux.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 3.14 – Irradiation extra-cellulaire en présence d’un flux de PBS. Figure (a)
Fraction de cellules mortes lors d’une irradiation sans flux dans une boite de pétri, et avec
flux dans un canal. Figure (b) Comparaison de la FCM pour 0<r<10 et 10<r<35 µm pour
des irradiations avec et sans flux, et avec et sans BSA. L’effet de la BSA confirme la présence
de dommages dus à 1O2 extra-cellulaire. Indicateurs statistiques : ** : p<0.01, *** : p<0.001.
Barres d’erreur : erreur standard à la moyenne.
Figure (c) Simulation du profil de concentration d’ERO [ERO], avec et sans flux, pour des
espèces de demi-vie τ1/2 (dégradation du 1er ordre. Le flux est dirigé de X- (amont) en X+
(aval). La concentration est normalisée par rapport à la concentration X=0 en absence de flux.
La concentration est moyennée sur la hauteur d’une cellule (0<z<5 µm), et Y=0 (position laser).
Une forte asymétrie apparaît en présence de flux pour τ1/2 ∼ 1s. [ERO] est fortement réduite
pour τ1/2 ∼ 5min. Figure (d) Fraction de cellules mortes expérimentale en aval et en amont
du flux : pas d’asymétrie dans la distribution spatiale des cellules mortes.
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3.3.5 Influence des désactivateurs d’ERO sur la mort cellulaire

Dans la partie Protocoles et Méthodes, nous avons présenté une liste de désactivateurs
d’ERO et estimé leur efficacité de désactivation (tableau 3.4). Nous allons générer de l’oxygène
singulet dans du PBS contenant un ou plusieurs désactivateurs et comparer la fraction de cellules
mortes mesurée avec la fraction de cellules mortes mesurée suite à une irradiation dans du PBS
seul.

Nous avons établi précédemment que l’oxygène singulet ne peut contribuer seul à la mort
des cellules au delà d’une distance r=10 µm de l’axe du laser. Pour chaque désactivateur, la
fraction de cellules mortes (FCM) sera donc évaluée sur deux intervalles : r<10 µm, dans lequel
l’oxygène singulet est potentiellement présent en quantités toxiques, et 10≥r≥35 µm ou seules
des ERO produits de l’oxygène singulet peuvent être responsables de la mort des cellules.

Parmi les désactivateurs utilisés (catalase, iodure de potassium -KI-, superoxyde dismutase -
SOD-, et pyridine), seul les ions I− apportés par KI peuvent traverser la membrane cellulaire. La
catalase, la SOD et la pyridine désactivent uniquement les ERO extra-cellulaires (respectivement
H2O2, O.−

2 , et H2O3).

3.3.5.1 Catalase : désactivation du peroxyde d’hydrogène

La catalase est une protéine (masse molaire 240kDa) présente dans les cellules vivantes pour
réguler le taux de peroxyde d’hydrogène. Elle est non-toxique pour les cellules et soluble dans
l’eau (et le PBS) à hauteur de 1mg/mL, soit une concentration de 4 µm. La catalase (d’ori-
gine bovine, Sigma-Aldrich) catalyse la dismutation de H2O2 en O2 et H2O (équation (3.35))
avec une constante de réaction de Kcat=105 M−1s−1 [205;206]. La catalase n’a pas d’effet sur la
concentration des autres ERO secondaires potentiels.

2H2O2
Kcat−−−→ O2 + 2H2O (3.35)

Nous avons mesuré une durée de demi-vie de H2O2 dans le PBS supérieure à 24h. Au vu de
l’absence de réduction de la FCM lors de la mise sous flux des cellules, nous ne nous attendons
pas à ce que la mort cellulaire soit provoquée par H2O2.

Nous n’observons pas d’effet statistiquement significatif (p>0.5) sur la fraction de cellules
mortes en présence de catalase figure 3.15. H2O2 ne semble donc pas impliqué dans la mort des
cellules. Ceci est cohérent avec l’absence de mort cellulaire observé en flux et la concentration
de H2O2 générée (au maximum 50 µm à comparer à la toxicité de H2O2 pour une exposition
des cellules de 10min, estimée à plus de 1mM.)
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(a) (b)

Figure 3.15 – Effet de la catalase sur la fraction de cellules mortes. Fraction de cellules
mortes (FCM) avec/sans 4 µm de catalase en fonction de la distance r à l’axe du laser. Figure
(a) Chaque point est la FCM calculée sur un intervalle de 5 µm, [r-2.5 µm : r+2.5 µm]. Figure
(b) FCM pour une distance au laser 0<r<10 µm (nombre de cellules irradiées : 40<ncell <50)
et 10≥r≥35 µm (100<ncell <130). Pas de différence significative : valeur p>0.5. Barres d’erreurs
(toutes figures) : erreur standard à la moyenne estimées par méthode bootstrap.

3.3.5.2 Pyridine : désactivation du trioxydane

Le trioxydane, ou sesquioxyde d’hydrogène, H2O3 est une des ERO les moins étudiées. B.H.
Bielski et al. ont caractérisé en 1968 [255] le spectre d’absorption dans l’UV de H2O3 dans des
solutions d’acide perchlorique (HClO4). A. Engdahl et al. [256] ont plus récemment caractérisé
H2O3, généré dans des matrices d’argon par photolyse d’un mélange d’ozone et peroxyde d’hy-
drogène, en spectrométrie infra-rouge. P.T. Nyffeler et al. [257] ont identifié la présence de H2O3
par analyse en spectroscopie RMN du proton, suite à la réaction de O3 et H2O2 à très faible
température dans de solvants organiques.

La génération de H2O3 à partir de 1O2 et de molécules d’eau est énergétiquement pos-
sible [198]. Elle n’a toutefois jamais été mesurée expérimentalement. H2O3 a une demi-vie d’en-
viron 20ms dans de l’eau distillée [200], soit une distance de parcours de l’ordre de la dizaine de
microns.

La pyridine (C5H5N) est une base faible aromatique, qui a été présentée par J. Cerkovnik et
al. [200] comme un bon désactivateur potentiel de H2O3. Le coefficient de réaction entre H2O3 et
la pyridine est toutefois inconnu, tout comme les produits de réaction formés. Afin de maximiser
les chances de voir un effet, les cellules sont irradiées en présence de 30mM de pyridine, soit la
concentration maximale de pyridine qui n’est pas suivie d’une augmentation de la mort basale
des cellules. La pyridine est un mauvais désactivateur de 1O2 (K=105M−1s−1 [235], soit une
concentration de 1O2 en présence de 30mM de pyridine valant plus de 99% de la concentration
sans ajout de pyridine).

Nous n’obtenons pas de réduction significative de la fraction de cellules mortes en pré-
sence de pyridine seule (données non présentées). Lors d’irradiations en présence de pyridine et
d’autres désactivateurs, nous mettons en évidence que la pyridine réagit pour former des pro-
duits toxiques les cellules (résultats présentés dans l’annexe C.4.5) qui provoquent de la mort
cellulaire. Nous n’avons donc pas pu conclure sur la présence ou l’absence de H2O3.
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3.3.5.3 KI : désactivation de l’ozone et du radical hydroxyle

L’iodure de potassium (KI) est un sel inorganique non-toxique (concentrations testées jus-
qu’à 100mM). Il se solubilise dans l’eau en ions I− et K+. Les ions I− réagissent avec O3

[258]

(équation (3.36)) et HO. [208;209] (équation (3.37)).

O3 + 2I− +H2O
KO3−−−→ 2OH− + I2 +O2 (3.36)

HO. + I− KHO.−−−−→ OH− + I (3.37)

L’ajout de 1mM de KI au PBS diminue la concentration de O3 et de HO. de plus d’un facteur
1000. Si O3 et/ou HO. sont responsables de mort cellulaire, nous nous attendons à réduire la
FCM au moins autant que l’ajout de BSA (désactivateur de 1O2).

Effet de l’ajout de KI sur la fraction de cellules mortes. Nous observons une réduction
significative de la mort cellulaire sur les longues distances au laser. Sur l’intervalle 10<r<35 µm
la fraction de cellules mortes passe de 30% à 11.5%. Sur l’intervalle 0<r<10 µm, la fraction de
cellules mortes est similaire à la FCM lors d’une irradiation dans du PBS seul. L’ajout de KI
ne permets donc que d’éliminer une partie des dommages extra-cellulaires. Il est donc plusieurs
ERO extra-cellulaires soient responsables de la mort cellulaire mesurée, et que KI n’en désactive
qu’une partie.

(a) (b)

Figure 3.16 – Effet de KI sur la fraction de cellules mortes. Figure (a) Fraction de
cellules mortes avec/sans KI en fonction de la distance r au laser. Chaque point est la FCM
calculée sur un intervalle de 5 µm [r-2.5 µm : r+2.5 µm]. Figure (b) FCM pour une distance
au laser 0<r<10 µm (cellules 30<ncell <50) et 10≥r≥35 µm (70<ncell <150). Barres d’erreurs :
erreur standard à la moyenne estimées par méthode bootstrap. Indicateurs statistiques : **
p<0.01, *** p< 0.001.

Il nous faut déterminer si KI désactive O3 et/ou HO.. Aucun des deux ERO n’est un bon
candidat pour être produit par 1O2 dans le PBS et expliquer la mort cellulaire.

Ozone et mort cellulaire dans le PBS. L’ozone, O3, a une durée de vie de l’ordre de
plusieurs minutes dans de l’eau et des buffer phosphates. Lors des expériences en flux, nous
aurions dû observer une réduction de la fraction de cellules mortes, ou une asymétrie dans la
mort cellulaire, en présence d’une ERO secondaires à la durée de vie > 1s. Nous n’avons observé
aucun de ces phénomènes. Ce résultat s’oppose à l’hypothèse de dommages létaux provoqués
par l’ozone.
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HO. et mort cellulaire dans le PBS. Au vu de la littérature, nous avons en début du cha-
pitre estimé la toxicité de HO. à ∼0.1 µm (pour obtenir une fraction de cellules mortes de 50%).
Pour 2×105s−1 <Kox < 2×106s−1, la concentration de HO. est de l’ordre de 0.1 µm au niveau
de l’axe du laser (r=0) et de respectivement 10 nm et 0.8 nm à r=10 et r=30 µm. La décroissance
de la concentration en fonction de la distance au laser est trop abrupte pour être cohérente avec
la fraction de cellules mortes, et de la fraction de cellules mortes en fonction de la puissance
laser. Ces estimations de concentration (simulations numériques dans l’annexe C.3.3) négligent
de plus toute réaction entre le PBS et les ions hydroxyle, or la présence d’ions phosphate réduit
a priori la durée de demi-vie de HO. [204].

Enfin, les mécanismes de production de HO. à partir de 1O2 identifiés dans la littérature
requièrent la présence de molécules organiques. L’absence de réduction de la fraction de cellules
mortes en présence de flux semble toutefois écarter l’hypothèse de réactifs organiques.

L’action de la SOD sur la fraction de cellules mortes (présenté ci-dessous) nous amène à
proposer que KI désactive HO., mais que HO. n’est pas produit directement par 1O2.

3.3.5.4 SOD : désactivation de l’anion superoxyde

Le radical anion superoxyde est généré par le métabolisme lors de réactions routinières,
notamment la phosphorylation oxydative [221;249;250]. Afin de limiter sa concentration à des ni-
veaux physiologiques, les cellules produisent une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD). La
SOD catalyse, avec une constante de réaction KSOD ∼109 M−1s−1, la réaction de O.−

2 avec des
protons pour former H2O2 (équation (3.38)).

2O.−2 + 2H+ KSOD−−−−→ O2 +H2O2 (3.38)

Comme la dismutation de O.−
2 produit H2O2, lui-même toxique en concentrations élevées,

20 µm de SOD sont ajoutés au PBS pour une série d’irradiations, et supplémentés de 4 µm de
catalase lors d’une seconde série.

Effet de l’ajout de SOD sur la fraction de cellules mortes. Nous observons un effet sur
la fraction de cellules mortes, notamment à des distances 10<r<35 µm du laser (figure 3.17). Les
irradiations en présence de SOD (20 µm) et de SOD (20 µm) avec de la catalase (4 µm) donnent
des fractions de cellules mortes similaires, proches aux fractions de cellules mortes observées
précédemment en présence de KI. Le coefficient de réaction de la SOD avec 1O2 est trop faible
pour que l’effet de la SOD sur 1O2 soit responsable de cet effet (discussion sur les coefficients
en ?? C.4.4.2). En outre, la SOD ne réagit ni avec O3

[244], ni avec HO. [211], et les ions I− ne
réagissent pas avec O.−

2
[247]. Nous faisons donc l’hypothèse que O.−

2 et HO., ou O.−
2 et O3 font

partie de la même chaîne de réactions.

Possibilités de réaction entre O3 et O.−
2 . A notre connaissance, aucun mécanisme de

génération O3 à partir de O.−
2 dans du PBS n’a été mis en évidence. L’anion superoxyde est

un sous-produit de la décomposition de l’ozone [218], toutefois la concentration résultante d’O.−
2

à l’état stationnaire est de l’ordre de 0.3nM à pH=7.4 [260] pour une concentration initiale
d’ozone de 60 µm, soit supérieure à la concentration maximale d’ozone que nous pouvons pro-
duire (50 µm). Au vu de la littérature, la concentration toxique du superoxyde (associé à une
fraction de cellules mortes de 0.5) est de l’ordre de 100 µm, soit trois ordres de grandeur au des-
sus. Enfin, nos résultats en présence de flux qui s’opposent à l’hypothèse de la présence d’ERO
toxiques à durée de vie de plus 1s, nous encouragent à écarter définitivement l’hypothèse de la
présence de l’ozone, dont la demi-vie est de plusieurs minutes dans le PBS.
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(a) (b)

Figure 3.17 – Effet de la SOD sur la fraction de cellules mortes. (a) Fraction de cellules
mortes avec/sans SOD ou BSA en fonction de la distance r au laser. Chaque point est la FCM
calculée sur un intervalle de 5 µm, [r-2.5 µm : r+2.5 µm]. (b) FCM pour une distance au laser
0<r<10 µm (cellules : 30<ncell <50) et 10≥r≥35 µm (100<ncell <150). Barres d’erreurs : erreur
standard à la moyenne estimées par méthode bootstrap. Indicateurs statistiques : ** p<0.01,
*** p< 0.001. p>0.1 lorsque les barres ne sont pas marquées. Les comparaisons de populations
sont effectuées avec le PBS seul.
(c) Profil de concentration normalisé. La concentration maximale, atteinte pour

Possibilités de réaction entre HO. et O.−
2 . A notre connaissance, aucun mécanisme de

génération de HO. à partir de O.−
2 dans du PBS n’a été mis en évidence. La génération de HO.

à partir de O.
2 a été constatée en présence d’acide hypochloreux HOCl [261] (équation (3.39)) ou,

dans les cellules, en présence de H2O2 à travers la réaction de Haber-Weiss [262;263] et de ions fer
(équation (3.40)).

O.−2 +HOCl→ HO. + Cl− +O2 (3.39)

O.−2 +H2O2
Fe2+/Fe3+
−−−−−−−→ O2 +HO. +HO− (3.40)

Contrairement aux autres désactivateurs testés, les ions I− peuvent pénétrer la membrane des
cellules [247;264], il est donc possible que l’action de KI ait lieu dans les cellules. Les molécules
O.−

2 dans le PBS peuvent pénétrer dans la cellule à travers les canaux chlorure ClC3
[265]. Les

enzymes SOD intra-cellulaires synthétisées par les cellules accélèrent la dismutation des ions
superoxyde dans les cellules, ils sont donc également source de H2O2. Il est donc plausible que
la formation de HO. ait lieu dans les cellules. Nous émettons donc l’hypothèse que 1O2 produit
O.−

2 et que O.−
2 réagit au niveau des cellules pour former des radicaux hydroxyle.

Toxicité de O.−
2 et HO. et fraction de cellules mortes. Les toxicités respectives O.−

2
et HO. sont compatibles avec la mort mesurée. La concentration [O.−

2 ] de superoxyde, pour
2×105s−1 < Kox < 2×106s−1, est comprise entre 21 et 3 µm pour une distance 0<r<40 µm au
laser. La toxicité élevée de HO. (∼ 0.1 µm) permet de ne pas exclure que HO. soit généré en
quantités toxiques par une concentration extra-cellulaire de O.−

2 de plusieurs micromoles.

Mécanisme de génération de O.−
2 à partir de 1O2 dans le PBS. La génération de O.−

2
par 1O2 requiert la présence de donneur d’électrons. Aucuns de ceux identifiés dans la littérature
ne font partie de la composition du PBS. Nous n’avons donc pas de mécanisme de production de
O.−

2 à proposer. Le PBS [191] contient quatre anions : deux anions phosphates ([H2PO−4 ]=1.5mM,
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[HPO2−
4 ]=8mM), des ions chlorure ([Cl−]=130mM), et HO− (∼ 2.5×10−7 M à pH=7.4). Hors

HO−, ces anions sont en quantités suffisantes pour que 1O2 soit le réactif limitant. A notre
connaissance, aucun de ces ions n’a été identifié (expérimentalement ou théoriquement) comme
donneur d’électron potentiel pour 1O2. Des expériences supplémentaires serons nécessaires pour
déterminer le mécanisme de production de O.−

2 .

En conclusion, nous proposons que la mort des cellules pour r=20 µm est due à l’anion
superoxyde, produit par 1O2 dans le PBS, et à HO., produit de réaction de O.−

2 et H2O2 à
l’intérieur des cellules.

3.3.6 Bilan : ERO secondaires générées par 1O2

Résumons les effets observés. La réduction similaire de la fraction de cellules mortes (FCM)
en présence de SOD et KI suggère la présence d’anion superoxyde, O.−

2 , et de radical hydroxyle,
HO.. Au vu des propriétés des deux espèces (durée de demi-vie et toxicité), et des mécanismes
de réaction identifiés dans la littérature, nous proposons que 1O2 réagisse dans le PBS avec O.−

2 ,
et que O.−

2 réagisse dans les cellules pour former HO.. Il nous manque toutefois un mécanisme
de réaction dans le PBS, permettant d’expliquer la production de O.−

2 à partir de 1O2. Au vu
de l’absence de réduction de la fraction de cellules mortes en présence d’un flux, aucun composé
organique ou secrété par les cellules ne prend a priori part à la réaction de production de O.−

2 .

A défaut de mécanisme de réaction, nous souhaitons confirmer la présence d’anion super-
oxyde en irradiant à 1270nm du PBS (sans cellules, et donc en l’absence de composés organiques)
en présence de dihydroethidium (HE), un composé qui réagit essentiellement avec O.−

2 pour for-
mer une espèce fluorescente. Dans un second temps, nous allons discuter l’hypothèse d’une
seconde ERO secondaire produite par 1O2.

3.3.6.1 Détection de O.−
2 par fluorescence du dihydroethidium oxydé

Nous souhaitons confirmer la génération de O.−
2 dans du PBS. Le dihydroethidium (HE) [79;266–268],

est une molécule (M=315 Da) fluorescente qui réagit avec des ERO, notamment O.−
2 pour pro-

duire des sous-produits également fluorescents. Nous irradions du PBS contenant 100 µm de HE
à température et atmosphère ambiante. Dans un second temps, de la SOD et de la catalase sont
ajoutés au PBS avant l’irradiation pour confirmer que le signal de fluorescence mesuré est bien
dû à la présence de O.−

2 .

Réactions de HE avec les ERO. HE réagit avec O.−
2 pour former 2OH-E+. La réaction a

lieu en deux temps [266]. La première réaction est limitante, avec, d’après J. Chen et al. [269], une
constante de réaction KHE= 2× 103 m−1 s−1. D’autres études [266;267] proposent des constantes
de réaction supérieures comprises entre 105 et 106 M−1s−1, mais ces valeurs ne semblent pas
prendre en compte la dismutation de O.−

2
[266]. HE réagit en outre avec H2O2 (et peut-être

d’autres ERO) pour former de l’éthidium (E+). Nous souhaitons ainsi détecter 2OH-E+ sans
détecter E+.

Propriétés de fluorescence. Les longueurs d’onde d’excitation et émission maximales du HE
sont respectivement 350 et 420nm [267]. E-OH+ et E+ ont des spectres d’excitation et d’émission
distincts de celui de HE, mais proches entre eux (Ex :400-500, Em : 520-620) [267;269]. Afin
de maximiser le ratio de fluorescence en faveur de E-OH+ (tout en obtenant une intensité de
fluorescence acceptable), il est conseillé de travailler à Ex/Em= 405/570nm [267;269]. La meilleure
sélectivité serait obtenue pour Ex/Em= 480/540nm [269], mais l’intensité de signal est réduite.
Nous mesurons l’intensité du signal de fluorescence pour des longueurs d’onde d’excitation et
d’émission de respectivement 405nm et 588nm.
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Simulation numérique de la production de 2OH-E+. Les conditions d’irradiation dans
le PBS (waist du laser, puissance, position par rapport au fond de la boîte de culture) sont iden-
tiques que lors des expériences en présence de cellules. Les équations de réaction diffusion de
O.−

2 (équation (3.41)), de 2OH-E+ (équation (3.42)) et des éléments nécessaires à leur produc-
tion (3O2,1O2 et HE) permettent de simuler numériquement l’évolution de leur concentration
(figure 3.18a, figure 3.18b), pour les constantes de réaction KHE= 2× 103 m−1 s−1 et Kox=
2× 105 s−1. La constante de réaction K= ln(2)

τ1/2
avec τ1/2 = 3.5 µs traduit la désactivation de 1O2

par les molécules d’eau.

d[O.−2 ]
dt

= D∇2[O.−2 ] +Kox[1O2]−K2[O.−2 ]2 −KHE [HE][O.−2 ] (3.41)

d[2OH − E+]
dt

= D∇2[2OH − E+] +KHE [HE][O.−2 ] (3.42)

d[1O2]
dt

= D∇2[1O2] + γ[3O2]−K[1O2]−Kox[1O2] (3.43)

d[3O2]
dt

= D∇2[3O2]− γ[3O2] +K[1O2] (3.44)

d[HE]
dt

= D∇2[HE]−KHE [HE][O.−2 ] (3.45)

(3.46)

Le coefficient de diffusion du HE et de 2OH-E+ est estimé à D=5×10−10m2s−1 au vu de leur
masse molaire (M=315 et 347 Da respectivement), et des coefficients de diffusion de molécules si-
milaires (glucose, M=192 Da, D=6.6×10−10m2s−1, et insuline, M=5734 Da, D=2×10−10m2s−1).

La concentration à l’état stationnaire de O.−
2 est atteinte en moins d’une seconde. La concen-

tration décroît légèrement sur les temps longs à cause de la déplétion en dioxygène à proximité
de l’axe du laser. La concentration en 2OH-E+ n’atteint pas d’état stationnaire en 1h d’irra-
diation. Dans l’hypothèse de la génération de O.−

2 par 1O2 dans le PBS, on s’attend ainsi a une
augmentation de l’intensité de fluorescence dans le temps, avec un signal maximal mesuré au
niveau de l’axe du laser.

Mesure du signal de fluorescence. La mesure de l’intensité de fluorescence est effectuée
à la longueur d’onde d’excitation λ=405nm, et d’émission λ 588nm. Le signal de fluorescence
est enregistré pendant 60 min (figure 3.18c, fluorescence dans du PBS seul). Une image du
champs est prise avant le début de l’irradiation laser afin de mesurer la fluorescence lorsque
le laser est éteint. La valeur de la fluorescence mesurée est retirée à la valeur mesurée lors de
l’irradiation. Pour un suivi de 65 min, l’intensité de fluorescence normalisée atteint 0.5 autour
de 15 min après le début de l’irradiation. Dans le profil obtenu par simulation, cette valeur est
atteinte plus tôt, avant 10 min. Nous expliquons cette différence par le fait que la simulation
ne tient pas compte d’une éventuelle dégradation du HE et/ou de 2OH-E+ dans le PBS ou de
processus de photo-blanchiment liés à l’exposition à la lumière (les mesures sont faites dans le
noir et les images de fluorescence prises toutes les 5 minutes). Par conséquent, le temps auquel
la fluorescence de 0.5 est atteint est probablement sous-estimé dans la simulation. Le profil
spatial d’intensité expérimental est quant à lui plus étroit que le profil de concentration simulé
(figure 3.18d, fluorescence dans du PBS seul). Ceci est également cohérent avec une dégradation
de 2OH-E+ dans le temps.

Signal en présence de SOD et catalase. Afin de vérifier que le signal de fluorescence
traduit effectivement la présence de O.−

2 , 20 µm de superoxyde dismutase sont ajoutés au PBS.
On remarque une diminution de l’intensité du signal mais pas une disparition (figures 3.18c
et 3.18d). La SOD catalyse la dismutation de O.−

2 en H2O2 et O2, avec un ratio stœchiométrique
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de 2 :1 (équation (3.38)) entre O.−
2 et H2O2. Or H2O2 réagit avec le HE pour former E+, au

spectre de fluorescence proche de 2OH-E+. La fluorescence détectée pourrait donc être celle de
E+. La durée de demi-vie plus importante de H2O2 dans le PBS (plus de 24h à comparer à ∼
0.1s) expliquerait en outre le profil spatial plus large du signal de fluorescence. Afin d’empêcher
la réaction de H2O2 avec le HE, 4 µm de catalase sont ajoutés à la solution de PBS + SOD.
Dans ces conditions, aucun signal de fluorescence n’est détecté figures 3.18c et 3.18d pendant
l’irradiation. Le signal détecté en présence de la SOD seule est par conséquent attribué à H2O2.

Ces résultats vont en conclusion dans le sens de la génération de O.−
2 à partir de 1O2 dans

du PBS.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 3.18 – Détection de O.−
2 en présence de HE. Le laser est focalisé (ω=0.64µm) aux

coordonnées (r,z)=(0,10 µmol) et produit 1O2 en continu. Figures (a),(b) Simulations de la
concentration de O.−

2 et 2OH-E+. Coefficient de réaction entre 1O2 et le PBS, Kox = 2× 105 s−1.
Coefficient de réaction entre HE et O.−

2 , KHE = 2× 103 m−1 s−1. Figure (a) Évolution tem-
porelle des concentrations de O.−

2 et 2OH-E+, aux coordonnées (r,z)=(0,0) (intersection entre
l’axe du laser et le fond de la boite de culture). La concentration est normalisée (1=21 µm).
Figure (b) profil spatial de la concentration de O.−

2 et de 2OH-E+ (z=0), 30 minutes après le
début de l’irradiation. La concentration est normalisée (1=17.8 µm). Figure (c) Intensités de
fluorescence (λ Em/Ex = 405nm/588nm) normalisées en fonction du temps, aux coordonnées
(r,z)=(0,0). PBS seul : solution de PBS contenant 100 µm de HE. +SOD : solution de PBS
contenant 100 µm de HE et 20 µm de SOD (la SOD réagit avec O.−

2 pour former du peroxyde
d’hydrogène H2O2. +SOD+catalase : 4 µm de catalase (désactivateur de H2O2) sont ajoutés
à la solution précédente. Figure (d) Intensités de fluorescence (λ Em/Ex = 405nm/588nm)
normalisées en fonction de la distance r à l’axe du laser (z=0). Mesures prise 30 minutes après
le début de l’irradiation.
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3.3.6.2 Discussion sur la possibilité de la présence d’une seconde ERO secondaire

Dans cette section, nous allons reprendre les résultats expérimentaux et montrer qu’ils ne
sont pas cohérents avec l’hypothèse que O.−

2 est la seule ERO secondaire. La génération d’une
seconde espèce secondaire s’impose pour expliquer les fraction de cellules mortes observées.

Hypothèse d’une 2e ERO secondaire et action des désactivateurs. Dans un premier
temps, comparons l’effet sur la FCM de la BSA, désactivateur extra-cellulaire de 1O2, et l’effet
de la SOD, désactivateur extra-cellulaire de O.−

2 . Les résultats sont présentés figure 3.19a. De
la catalase est ajoutée à la solution de PBS contenant de la SOD afin de désactiver H2O2,
produit de réaction de la SOD avec O.−

2 . La BSA réduit plus efficacement la FCM que la SOD
(+ catalase). Rappelons ce que nous savons sur ces désactivateurs : 3mM de BSA divisent la
concentration d’1O2 par un facteur 2 à 4 (en fonction de la constante Kox qui caractérise la
formation de ERO secondaires) et la concentration de O.−

2 par un facteur 10 à 30 (simulations
dans l’annexe C.4.1). 20 µm de SOD divisent la concentration de O.−

2 par un facteur supérieur à
150. Ainsi, la SOD est un désactivateur plus efficace de O.−

2 que la BSA. Enfin, nous avons montré
que la mort observée au delà d’une distance r=10 µm du laser est à attribuer exclusivement aux
ERO secondaires (dommages indirects).

Par conséquent, dans l’hypothèse où O.−
2 est la seule ERO secondaire, sa désactivation totale

devrait éliminer toute la mort cellulaire pour r≥10 µm. Ainsi, pour r≥10 µm, la FCM mesurée
suite à une génération de 1O2 extra-cellulaire en présence de SOD devrait être inférieure ou
égale à la FCM mesurée suite à une génération de 1O2 extra-cellulaire en présence de BSA. Les
FCM mesurées figure 3.19a ne sont donc pas en accord avec l’hypothèse de O.−

2 comme seule
ERO secondaire. Remarquons enfin que la BSA a une action sur la concentration de cette ERO
secondaire (puisqu’elle réduit la concentration de 1O2) mais qu’il est probable que la SOD n’en
ait pas. Nous attribuons donc la différence de FCM suite à une irradiation en présence de BSA
et SOD (pour 5≤r≤15 µm) à l’existence d’une deuxième ERO secondaire.

Hypothèse d’une 2e ERO secondaire et effet de la puissance laser. Reprenons dans
un deuxième temps les FCM mesurées lors d’irradiations pour différentes puissances laser (fi-
gure 3.19b). Pour une puissance P=7mW, nous ne mesurons plus de mort pour r≥10 µm. Nous
avons simulé l’effet de la puissance laser sur la concentration d’ERO secondaires potentiels en
fonction de leur ordre de dégradation (annexe C.2). A P=7mW, la concentration de O.−

2 est di-
visée (par rapport à P=50mW) par un facteur proche de 5, soit inférieure au facteur de division
de la concentration de O.−

2 par la BSA ou la SOD. Pourtant, l’ajout de SOD ou BSA au PBS
ne permettent pas de réduire la FCM pour r≥10 µm à 0. Par conséquent, la FCM non-nulle
mesurée entre r=10 et r=20 µm (figure 3.19a) ne peut être dûe à O.−

2 . La FCM mesurée en
présence de SOD pour r>10 µm est par conséquent attribuée à une seconde ERO secondaire.

Les profils simulés de concentration de O.−
2 pour des puissances P=50, 22 et 7mW (fi-

gure 3.19c) permettent d’estimer les FCM attendues pour chaque puissance laser. A P=50mW,
la FCM est supérieure à la FCM observée sans irradiation (FCM=0.05) jusqu’à une distance
r=35 µm du laser. Le profil de concentration de O.−

2 pour P=50mW nous permet ainsi d’établir
un seuil de toxicité de O.−

2 (ligne rouge continue sur figure 3.19c). La réduction de la puissance
décale spatialement ce seuil : il est atteint pour r=20 µm à P=22mW et autour de r=0 pour
r=7mW. Ce seuil est cohérent avec la FCM mesurée pour P=22mW et pour P=7mW (la mort
mesurée à r<10 µm peut être attribuée à de la génération d’1O2 intra-cellulaire). Prenons dé-
sormais un second seuil (ligne bleue en pointillés sur figure 3.19c) défini par la concentration de
O.−

2 à r=10 µm pour P=22mW. La FCM vaut 0.7 et ne peut pas être attribuée à des dommages
directs. On retrouve cette concentration à r=22 µm pour P=50mW. Dans l’hypothèse où O.−

2
est la seule ERO secondaire, on devrait ainsi retrouver la même FCM. Or pour P=50mW et
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r=22 µm, elle vaut près de 0.2. La génération d’une seconde ERO secondaire par 1O2, qui contri-
bue à la FCM à r=10 µm pour P=22mW mais pas à r=22 µm à P=50mW pourrait expliquer
cette différence.

Propriétés de la 2e l’ERO secondaire. Nous nous proposons désormais d’établir le profil
de l’ERO secondaire, que nous appellerons "X", qui permettrait d’expliquer les FCM mesurées.
La FCM est réduite à 0 par les désactivateurs SOD et BSA pour r≥20 µm (à P=50mW), X ne
doit donc pas contribuer à la mort des cellules au delà de 20 µm. Le profil de concentration de
X doit faire en sorte que son seuil de toxicité, établi pour P=50mW et r=20 µm soit compatible
avec les expériences faites à différentes puissances. Notamment, à P=7mW, la FCM est nulle
pour r=10 µm, et nous venons en outre d’établir que X doit contribuer à la mort des cellules pour
r=10 µm pour P=22mW. Une espèce d’ordre 1 avec une demi-vie ∼ 20ms remplit ces conditions :
la concentration seuil (ligne rouge en trait plein sur figure 3.19d) atteinte en r=20 µm pour
P=50mW est atteinte après r=10 µm pour P=22mW et en r=10 µm pour P=7mW.

Vérifions enfin que l’action de la BSA sur X est compatible avec les FCM mesurées, dans
l’hypothèse où il s’agit d’une espèce d’ordre 1 de demi-vie 20ms. Nous faisons l’hypothèse que
la BSA ne désactive pas X. La réduction de la concentration de X en présence de BSA serait
donc uniquement due à la réduction de la concentration de 1O2 extra-cellulaire. Rappelons enfin
que la BSA élimine également toute contribution de O.−

2 à la FCM (simulation figure 3.20a).
En présence de BSA (figure 3.19a) nous mesurons une FCM=0.2 à r=15 µm, exclusivement
attribuée à X. Vérifions donc que le seuil de toxicité de X et son profil de concentration en
présence de BSA sont compatibles avec la FCM mesurée.

Les profils de concentration de X avec et sans BSA sont tracés figure 3.20b. Pour être
compatible avec les résultats, la concentration seuil de X doit être atteinte entre 15 et 20 µm en
présence de BSA (pour P=50mW). L’action de la BSA sur la concentration de 1O2 dépend de
la constante de réaction Kox qui caractérise la génération de ERO secondaires (toutes) par 1O2
dans le PBS. Nous avons montré précédemment que 6.5×105s−1 < Kox < 2.0×106s−1. Les profils
de concentration de X avec et sans BSA sont calculés pour Kox=2×105s−1 et Kox=2×106s−1

figure 3.20b. Les seuils de concentration de X sont tracés sur la figure : la ligne bleue en
pointillées représente le seuil pour Kox=2×105s−1 et la ligne rouge continue pour Kox=2×106s−1.
Pour Kox=2×106s−1 les profils de concentration sont compatibles avec la mort observée. Pour
Kox=2×106s−1 la FCM mesurée est trop élevée au vu de la toxicité attendue. Ainsi, X est un
bon candidat pour expliquer les FCM mesurées dans l’hypothèse ou Kox serait plus proche de
2×106s−1 que 2×105s−1.

En conclusion, nous proposons que 1O2 réagit dans le PBS pour former deux espèces, O.−
2

et une seconde ERO "X" de demi-vie ∼ 20ms. Les équations de réaction/diffusion des espèces
se ré-écrivent selon les équations (3.47) à (3.50).

∂[1O2]
∂t

= D∇2[1O2] + γ[3O2]−K[1O2]−Kox[1O2] (3.47)

∂[3O2]
∂t

= D∇2[3O2]− γ[3O2] +K[1O2] (3.48)

ΓO.−
2

= Kox(O.−2 ) [1O2] (3.49)

ΓX = Kox(X) [1O2] (3.50)

Avec Kox(O.−
2 ) + Kox(X) = Kox ∼ 2×106 pour que l’action de la BSA sur "X" soit cohérente

avec la fraction de cellules mortes mesurée, et 2×105s−1 < Kox(O.−
2 ), Kox(X) < 2×106s−1 pour

que les profils de concentration des deux espèces soient cohérent avec la fraction de cellules
mortes observées à différentes puissances laser.
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Remarquons enfin que 20ms correspond à la demi-vie de H2O3 dans de l’eau distillée [200].
Nous n’avons pas pu conclure sur la présence ou l’absence de H2O3 à cause de la toxicité de la
pyridine, il serait pertinent de chercher à détecter cette espèce par d’autres moyens.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 3.19 – Mise en évidence d’une seconde ERO secondaire. Figure(a) Fraction de
cellules mortes (FCM) en fonction de la distance r au laser, lors d’irradiations dans du PBS, du
PBS avec 3mM de BSA (désactivation de 1O2 extra-cellulaire), et du PBS avec 20 µm de SOD +
4 µm de catalase (désactivation de O.−

2 extra-cellulaire). Figure(b) Fraction de cellules mortes
(FCM) en fonction de la distance r au laser, lors d’irradiations dans du PBS à différentes
puissances laser : P=50mW, P=22mW et P=7mW. Figure(c) Simulation numérique de la
concentration de superoxyde en fonction de la puissance laser, pour Kox = 2×106s−1. Ligne
rouge en trait plein : concentration seuil (FCM=0) pour P=50mW, atteinte en r=35 µm. Ligne
bleue en pointillés : concentration telle que FCM∼0.5 pour P=50mW, atteinte en r=15 µm).
Figure(d) Simulation numérique de la concentration d’une ERO d’ordre 1 et de demi-vie 20ms
en fonction de la puissance laser, pour Kox = 2×106s−1. Ligne rouge en trait plein : concentration
seuil (FCM=0) pour P=50mW, r=20 µm.
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(a) (b)

Figure 3.20 – Simulation numérique de l’action de la BSA sur la concentration de
ERO, pour Kox=2×105s−1 et Kox=2×106s−1. Les concentrations sont moyennées sur la hauteur
d’une cellule et dans le temps (durée d’irradiation 10 min). Figure (a) : effet de 3mM de BSA
sur la concentration de O.−

2 . Figure (b) Effet de 3mM de BSA sur la concentration d’une
ERO d’ordre 1 et de demi-vie 20ms. Les droites rouges en trait plain et bleues en pointillés
sont respectivement les concentrations seuils pour Kox=2×106s−1 (0.19 µm) et Kox=2×105s−1

(0.10 µm).
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3.4 Conclusion et Perspectives

La génération d’oxygène singulet dans un tampon phosphate salin (PBS) à l’extérieur des
cellules a permis de mettre en évidence la mort de cellules à des distances du laser trop élevées
pour être dues à l’oxygène singulet seul. L’oxygène singulet génère des espèces réactives de
l’oxygène (ERO) en quantités toxiques, capables de diffuser sur plusieurs dizaines de microns.
L’existence de ces espèces rend inadaptée la mesure seule de la concentration cumulée d’oxygène
singulet [1O2]C pour expliquer la mort cellulaire.

Nous avons mesuré l’effet sur la fraction de cellules mortes de différents désactivateurs de
ERO, qui permettent de proposer l’anion superoxyde O.−

2 comme sous-produit de 1O2 dans
le PBS. Nous avons confirmé la présence de O.−

2 en mesurant dans du PBS sans cellules la
fluorescence de 2OH-E+, produit de réaction de O.−

2 avec du HE. Le radical hydroxyle, HO.,
contribue également à la mort cellulaire. Nous proposons que HO. est produit dans les cellules
par O.−

2 , à travers la réaction de Haber-Weiss. Enfin, les résultats expérimentaux sont compa-
tibles avec l’hypothèse de la production par 1O2 d’une seconde ERO secondaire, de demi-vie
proche de 20ms. H2O3, dont la demi-vie est de 20ms dans de l’eau distillée, reste donc un
candidat potentiel pour expliquer la mort des cellules.

Des expériences complémentaires en vue d’identifier les ERO secondaires, d’estimer leur
concentration, et d’identifier les mécanismes de réaction associés à leur production, seront né-
cessaires pour caractériser la réactivité de 1O2 dans le PBS et la nature du stress oxydant subi
par les cellules. Nous proposons une série d’expériences qui nous semblent pertinentes pour
poursuivre cette étude. Nous terminons ce chapitre en reprenant les résultats d’irradiations de
sphéroïdes afin de voir ce que les conclusions de ce chapitre peuvent apporter à l’interprétation
de la mort des cellules à longue portée.

3.4.1 Détection des produits de 1O2 et identification des mécanismes de gé-
nération

3.4.1.1 Mécanisme de génération de O.
2− dans du PBS

Des premières expériences ont confirmé la formation de produits du dihydroethidium (HE)
dans du PBS sans cellules, lors d’une irradiation à 1270nm. Ces expériences encouragent à
penser que O.−

2 est bien produit par 1O2 et qu’aucune espèce organique n’est requise pour sa
formation.

Il serait pertinent de comparer signal fluorescent obtenu dans du PBS et dans de l’eau dé-
ionisée afin de préciser les composants nécessaires à la génération de O.−

2 . En l’absence de signal
fluorescent dans de l’eau, un des composants du PBS serait alors donneur d’électron. Si un
signal est mesuré dans de l’eau, O.−

2 serait le produit d’une réaction avec l’eau ou avec un des
gaz atmosphériques dilués.

Afin d’estimer quantitativement la concentration d’O.−
2 , il serait intéressant de comparer

l’intensité de fluorescence obtenue lors d’une irradiation avec un laser focalisé à 1270nm en
présence de HE, et l’intensité mesurée en utilisant une méthode de génération de O.−

2 qui
permet d’estimer le taux de production du superoxyde. Par exemple la réaction de xanthine et
xanthine oxydase.

3.4.1.2 Détection de H2O3

Nous avons émis l’hypothèse de l’existence d’une seconde ERO secondaire, de demi-vie ∼
20ms. Cette demi-vie est compatible avec la demi-vie de H2O3 dans de l’eau distillée. Nous
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souhaiterions donc confirmer la présence ou l’absence de H2O3 lors d’une irradiation à 1270nm
dans le PBS. Avec un laser focalisé et une puissance P=50mW, nous générons potentiellement
H2O3 en concentration de l’ordre de 10 µm au niveau du point de focalisation.

B.H. Bielski et al. [255] ont caractérisé le spectre d’absorption dans l’UV de H2O3 dans des
solutions d’acide perchlorique (HClO4). Il serait intéressant de mettre en place une expérience
permettant de reproduire cette mesure dans le PBS. Au vu de la courte durée de demi-vie
de H2O3 (∼ 20ms), le laser devra irradier en continu le PBS pendant l’acquisition du signal
par absorbance. De plus, H2O3 est généré dans un volume très petit proportionnellement au
volume de PBS total dans la boîte de culture. Enfin le taux de production de H2O3 dépend de
celui de 1O2, lui-même proportionnel à la concentration en dioxygène. Pour cette raison, nous ne
pouvons pas générer de 1O2 dans une petite cuve (100 µL par exemple), hermétique aux échanges
gazeux : la déplétion en dioxygène serait fortement augmentée par rapport aux expériences dans
une boite de culture. Un compromis entre ces différentes contraintes sera nécessaire.

L’électrochimie pourrait présenter une alternative intéressante. L’électrochimie consiste à
mesurer l’évolution de la différence de potentiel entre deux électrodes, et donc de détecter
indirectement les composants présents en solution. La génération locale d’espèces par irradiation
laser se prête difficilement à des mesures d’absorption, mais pourrait être compatible avec la
détection d’espèces générées à proximité de micro-électrodes. Un travail de chimie théorique
permettrait d’estimer potentiels d’oxydoréduction associés à des réactions incluant H2O3.

3.4.1.3 Détection de HO.

La présence de l’anion hydroxyle est proposée suite à l’action de iodure de potassium (KI)
sur la mort cellulaire, un désactivateur intra et extra-cellulaire de de HO.. Au vu des mécanismes
identifiés dans la littérature, nous faisons l’hypothèse que HO. est généré dans les cellules par
O.−

2 .

La génération d’oxygène singulet en présence d’un désactivateur exclusivement extra-cellulaire
de HO.− permettrait de conclure sur le lieu de génération de HO.. Plusieurs désactivateurs de
HO. [211;212] ont été identifiés dans la littérature, une étude bibliographique plus approfondie est
néanmoins nécessaire pour confirmer la spécificité des différents désactivateurs (notamment une
faible réactivité avec O.−

2 et 1O2), et leur caractère exclusivement extra-cellulaire.

La détection de HO. par fluorescence en ajoutant dans le PBS (en présence de cellules et
sans cellules) une sonde appropriée pourrait également permettre de conclure. Certaines sondes
ont été caractérisées dans la littérature [270–272] et pourraient servir de point de départ pour
mettre en place une expérience.

3.4.2 Dommages indirects en sphéroïdes et mono-couches de cellules

La mort de cellules exposées à des dommages indirects suite à la génération d’1O2 extracel-
lulaire est attribuée à l’anion superoxyde O.−

2 et une ERO inconnue ’X’ de demi-vie ∼ 20ms.
Des simulations numériques des profils de concentration ont permis d’établir des concentrations
cumulées seuil de ces ERO secondaires. Nous souhaitons déterminer si ces seuils sont cohérents
avec la mort cellulaire mesurée suite à l’irradiation de sphéroïdes et de cellules cultivées en
mono-couches.

3.4.2.1 Interprétation de la mort observée en sphéroïdes

La recherche des sous-produits de l’oxygène singulet générée hors des cellules à été motivée
par la différence de réponse de cellules cultivées en mono-couches et en sphéroïdes à une même
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concentration cumulée d’oxygène singulet. Pour des irradiations de durée ∆t=30 et 60min,
environ 15% des cellules de sphéroïdes meurent à une distance r=100-250µm de l’axe du laser.
Ces effets disparaissent en présence d’albumine de sérum de bœuf (BSA), un désactivateur
extra-cellulaire de d’1O2. Ainsi, la mort dans les sphéroïdes est due à la superposition des effets
toxiques dus à 1O2 et des ERO secondaires.

Nous allons simuler numériquement le profil de concentration de O.−
2 pour les paramètres

d’irradiation associés à la génération de 1O2 dans les sphéroïdes (puissance P=100mW, faisceau
de rayon 40 µm - figure 3.21a-). Nous souhaitons déterminer si la concentration cumulée de O.−

2
qui réagit avec les cellules à longue portée dans des sphéroïdes est du même ordre de grandeur
que la concentration cumulée de O.−

2 qui réagit avec les cellules en mono-couches lors de la
génération extra-cellulaire de 1O2. Nous allons faire de même pour la seconde ERO secondaire
potentielle (’X’, espèce d’ordre 1 et de demi-vie 20ms).

Définition de la concentration cumulée seuil. Nous définissons une concentration cumu-
lée seuil à dépasser pour obtenir une faction de cellules mortes supérieure à la FCM obtenue en
l’absence de génération de 1O2, soit FCM=0.05. La concentration cumulée seuil correspond à
la concentration de O.−

2 reçue par les cellules intégrée sur la totalité de la durée d’irradiation.
Le seuil de concentration cumulée est atteint dans les cellules à r=35 µm du laser. Remarquons
que la concentration à r=35 µm n’est pas la même que la concentration moyenne sur une cellule
entière dont la distance membrane-laser est de r=35 µm. Les cellules font environ 30 µm de
diamètre. La concentration seuil [O.−

2 ]S est ainsi la concentration moyenne de O.−
2 entre r=35

et 65 µm. [O.−
2 ]S= 2.5 à 3.2 µm (la valeur exacte dépend de la constante de réaction Kox qui

caractérise la réaction de production de O.−
2 à partir de 1O2), soit une concentration cumulée

seuil [O.−
2 ]CS de 1.5 à 2mM ([O.−

2 ]S ×∆t avec ∆t=10min).

Pour l’espèce ’X’, la concentration cumulée seuil [X]CS est atteinte à une distance r=20 µm
du laser, [X]CS=11-20 µm. Par voie de comparaison, la concentration cumulée seuil de 1O2
(intra-cellulaire) est de [1O2]CS = 0.5mM pour obtenir une FCM=0.05. Rappelons enfin que la
concentration cumulée seuil est une quantité générée et pas la quantité d’espèces qui réagit ef-
fectivement avec les cellules vivantes : parmi les 0.5mM de 1O2 générée, une fraction se désexcite
potentiellement sans causer de dommages.

Concentrations cumulées seuil et mort dans les sphéroïdes. La FCM dans les sphé-
roïdes en fonction de la distance à l’axe du laser n’a pas été mesurée directement. La fraction de
cellules mortes est évaluée à partir des profils d’intensité de la fluorescence des cellules mortes.
Premièrement, remarquons que les expériences de génération extra-cellulaire d’1O2 ont été faites
dans du PBS tandis que les sphéroïdes sont irradiés dans du milieu de culture. En début de
chapitre, nous avons mis en évidence (figure 3.4) que la fraction de cellules mortes produite
par une irradiation extra-cellulaire est réduite en présence de milieu de culture. Une expérience
d’irradiation de culture de sphéroïdes (n=8) dans du PBS ne provoque pas de mort différant
de la mort mesurée dans des sphéroïdes cultivés dans du milieu de culture. Il est possible que
les composants du milieu de culture responsables de la réduction de la FCM soit présents en
concentration plus réduite dans l’espace inter-cellules.

La FCM dans les sphéroïdes en fonction de la distance à l’axe du laser n’a pas été mesurée
directement. La fraction de cellules mortes est évaluée à partir des profils d’intensité de la
fluorescence des cellules mortes. Nous superposons figure 3.21 les concentrations cumulées seuil
obtenues pour 1O2, O.−

2 et l’ERO ’X’ avec les profil de fluorescence de sphéroïdes irradiés 10 et
30 minutes. Les concentrations cumulées seuil et la distance r au laser à laquelle les seuils sont
atteints sont simulés pour une constante de réaction Kox= Kox(O.−

2 ) + Kox(X) = 0.2×106s−1 +
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1.8×106s−1. Nous retrouvons des résultats très similaires pour 2×105s−1 < Kox(O.−
2 ), Kox(X)

< 2×106s−1.

Dans les figures 3.21b à 3.21d nous pouvons définir les zones de contribution à la mort
cellulaire de chaque ERO. Lors des expériences sans BSA (figures 3.21b et 3.21c), les seuils
de concentration cumulée de O.−

2 et ’X’sont plus éloignés de l’axe laser que le seuil de 1O2.
Ainsi les dommages indirects provoqués par les ERO secondaires étendent la zone de mort.
L’augmentation du signal de fluorescence pour une irradiation de ∆t=30min (par rapport à
∆t=10min) est cohérente avec le seuil associé à O.−

2 . Dans les deux cas, le seuil de O.−
2 coïncide

avec un intensité de fluorescence normalisée de ∼ 0.2. Lorsque 3mM de BSA sont ajoutés au
milieu extra-cellulaire (figure 3.21d), le seuil le plus éloigné du laser est celui de 1O2. Rappelons
que lors de la génération de 1O2 en présence de BSA, on retrouve en surface des sphéroïdes une
zone de mort de même diamètre qu’en mono-couches. Il est donc cohérent que le diamètre de la
zone de mort soit, en présence de BSA, déterminé par les dommages directs. Nous retrouvons
à nouveau une intensité de fluorescence normalisée de 0.2 au niveau du seuil de 1O2.

Dans l’hypothèse où les simulations rendent compte des dommages dans les sphéroïdes,
nous nous attendions à une intensité de fluorescence proche de zéro lorsque le seuil de ERO le
plus éloigné de l’axe est atteint. Nous trouvons un seuil à 0.2 dans les trois cas étudiés. Cette
différence pourrait être due à des différences de composition du milieu entre PBS et milieu inter-
cellules. En mono-couches, le DMEM réduit la fraction de cellules mortes lors d’une irradiation
extra-cellulaire, mais en sphéroïdes, la disposition géométrique des cellules pourrait altérer la
composition du milieu dans l’espace inter-cellules. Des espèces secrétés par les cellules pourraient
servir de réactifs pour augmenter la concentration d’ERO secondaires. Cette différence pourrait
être également provoquée par des interactions inter-cellules qui augmenteraient la mort des
cellules en périphérie. Nous avons dans le chapitre 2 traité les sphéroïdes avec des produits
chimiques affectant la densité des jonctions inter-cellules (connexines 43) et nous avons montré
que ces jonctions ont une action sur la réponse au stress. D’autres acteurs pourraient ainsi être
responsable de la mort des cellules à longue portée. Néanmoins, les seuils établis à partir des
expériences de génération extra-cellulaire en mono-couches sont cohérents avec l’évolution des
profils de fluorescence des sphéroïdes en fonction des paramètres expérimentaux.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 3.21 – Cohérence du profil de fluorescence de sphéroïdes irradiés avec les
seuils de concentrations de ERO. Figure (a) : Simulation numérique des concentrations
cumulées de O.−

2 et de l’ERO X (demi-vie 20ms) en fonction de la distance r à l’axe du laser,
dans les conditions expérimentales associées à l’irradiation de sphéroïdes. Les seuils représentés
par des droites correspondent à une fraction de cellules mortes de 0.05 dans les expériences avec
génération extra-cellulaire de 1O2. Figure (b) Profil de l’intensité de fluorescence des cellules
mortes de sphéroïdes irradiés ∆t=10min en fonction de la distance à l’axe du laser. La distance
au laser à laquelle sont atteints les seuils de concentration de 1O2 (intra-cellulaire), O.−

2 et ’X’
sont marqués par des droites. Figure (c) Profil et seuils associées à des sphéroïdes irradiés
∆t=30min. Figure (d) Profil et seuils associés à des sphéroïdes irradiés ∆t=10min dans du
milieu complété avec 3mM de BSA. Le seuil le plus éloigné de l’axe du laser est celui associé à la
génération intra-cellulaire de 1O2 : les ERO secondaires ne sont pas présentes en concentration
suffisante pour étendre la zone de mort.
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3.4.2.2 Interprétation de la mort observée en mono-couches

Nous distinguons dans cette section les expériences de génération d’1O2 extra-cellulaire, et
les expériences d’irradiation de cellules cultivées en mono-couches. Ces dernières correspondent
aux expériences présentées dans le chapitre 2 dans lesquelles des mono-couches de cellules étaient
irradiées avec un laser de rayon ω=40 µm. Dans les expériences d’irradiation de mono-couches,
nous n’avons pas retrouvé les effets à longue portée mesurés dans des sphéroïdes irradiés dans
les mêmes conditions.

Nous avons affirmé précédemment que le manque d’effet statistiquement significatif de la
BSA sur la mort de cellules cultivées en mono-couches nous permet d’émettre l’hypothèse de
l’absence de dommages indirects en mono-couches : les ERO secondaires seraient produites en
quantités trop faibles pour être toxiques. Nous avons ainsi à partir des expériences d’irradiation
(pour un waist ω=40 µm, une puissance laser P=100mW, et une durée d’irradiation ∆t=10min)
établi une courbe dose réponse pour 1O2 qui associe une Fraction de Cellules Mortes (FCM)
à une concentration cumulée d’1O2 et fixe le seuil de toxicité de 1O2, défini par FCM=0.05, à
0.5mM. Toutefois nous avons aussi remarqué que la courbe dose-réponse varie en fonction de la
durée d’exposition ∆t, notamment pour les FCM faibles (figure 3.22). Nous souhaitons vérifier
si cette variation peut être provoquée par des dommages indirects.

Figure 3.22 – Fraction de Cellules Mortes (FCM) en fonction de la concentration
cumulée d’oxygène singulet, [1O2]C , lors d’une irradiation de durée ∆t=10, 30 et 60min.
Nous observons une variation de la mort avec ∆t, notamment pour les FCM faibles.

Contrairement aux expériences de génération de 1O2 extra-cellulaire, les mono-couches
étaient irradiées dans du milieu de culture (Dulbecco’s Modified Eagle Medium -DMEM- sup-
plémenté avec 10% de sérum fœtal de veau, 1% de L-glutamine, et des antibiotiques). Nous
avons montré en début de chapitre que la génération extra-cellulaire de 1O2 dans du milieu de
culture réduit fortement la fraction de cellules mortes par rapport à la génération dans du PBS
(figure 3.4). Nous avons alors émis l’hypothèse que certains composants du milieu de culture
désactivent les ERO secondaires et limitent ainsi les dommages à longue portée. Lors d’expé-
riences précédentes, dont les résultats ont été publiés en 2012 [4], F. Anquez et al. ont mis en
évidence un effet fort de la BSA sur la fraction de cellules mortes en mono-couches. Ce résul-
tats méritent d’être revisités afin de confirmer que les ERO secondaires ne contribuent pas de
manière significative à la mort de cellules en mono-couches dans nos conditions d’irradiation.

F. Anquez et al. ont généré de l’oxygène singulet par excitation optique directe à 1270nm
dans des cellules MCF-7 cultivées en mono-couches. Les cellules sont recouvertes de milieu de
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Expérience Dmort (µm) Dseuil
1O2 Dseuil O.−

2 Dseuil ’X’ Espèce Seuil (mM)
Sans BSA 500 300 500 450 O.−

2 7
1mM de BSA 420 300 0 420 ERO ’X’ 1
5mM de BSA 300 300 0 280

Table 3.5 – Concentrations seuil d’ERO secondaires pour provoquer la mort de
cellules en mono-couches et irradiées dans du milieu de culture. Les seuils de concen-
tration cumulée des ERO secondaires (O.−

2 et l’ERO ’X’ inconnue) sont estimés à partir des
valeurs du diamètre de mort (Dmort) mesurés expérimentalement par F. Anquez et al. [4]. Le
diamètre Dseuil définit la zone autour de l’axe du laser dans laquelle la concentration de l’ERO
est suffisante pour provoquer la mort des cellules. L’expérience sans BSA permet de définir le
Dseuil de O.−

2 et l’expérience avec 1mM de BSA le Dseuil de l’ERO ’X’. L’ajout de BSA avant
irradiation réduit la concentration extra-cellulaire de 1O2 et de O.−

2 et réduit ainsi le Dseuil des
ERO secondaires sans affecter le Dseuil de 1O2 (dommages directs provoqués par 1O2 intra-
cellulaire). Les concentrations cumulées seuil ainsi estimées "Seuil (mM)" sont respectivement 4
et 50 fois plus élevées que celles estimées lors des expériences de génération extra-cellulaire de
1O2 dans du PBS. Nous attribuons cette différence à la désactivation des ERO secondaires par
des composants présents dans le milieu de culture.

culture lors de l’irradiation. L’ajout de 1mM et 5mM de BSA au milieu de culture réduit le
diamètre de mort (zone contenant les cellules mortes) de ∼ 500 µm (sans BSA) à respectivement
430 et 300 µm. Nous concluons donc que des ERO secondaires sont générées en quantités toxiques
et que 1mM de BSA ne suffit pas à éliminer entièrement la contribution à la mort cellulaire de
ces ERO. Les cellules sont irradiées pendant ∆t=1h30 avec un laser de waist ω=250µm à une
puissance de 200mW. Les conditions expérimentales, hormis les paramètres d’irradiation (ω,
P,∆t) sont donc les mêmes que celles des irradiations de mono-couches de cette thèse (ω=40µm
,P=100mW, ∆t=5 à 60 minutes). Nous souhaitons déterminer si les diamètres des zones de mort
mesurés dans les deux conditions d’irradiation sont cohérents entre eux au vu des concentrations
de 1O2 et de ERO secondaires générées.

Définition de seuils de concentrations cumulées en mono-couches. Nous ne connais-
sons pas l’effet du milieu sur les ERO secondaires. Nous avons donc simulé les profils de concen-
tration de O.−

2 et de l’ERO ’X’ associés aux paramètres d’irradiation de F. Anquez et al. en
négligeant la dégradation dans le milieu de culture. Les diamètres de mort mesurés par F. An-
quez et al. nous permettent de calculer de nouveaux seuils de concentration cumulée de O.−

2 et
de ERO ’X’. Ces seuils sont indiquées dans le tableau 3.5. Le seuil de concentration cumulée de
1O2 que nous avons expérimentalement lors des expériences en mono-couche est cohérent avec
le diamètre de mort de 300 µm, mesuré par F. Anquez et al. lors de la génération de 1O2 en
présence 5mM de BSA. L’ajout de BSA (1 ou 5mM) réduit suffisamment la concentration O.−

2
pour éliminer entièrement sa contribution à la mort cellulaire. Ainsi, l’écart entre les diamètres
de mort pour différentes concentrations de BSA (430 µm pour 1mM BSA et 300 µm pour 5mM
BSA) ne peut être attribué à O.−

2 et permet ainsi de définir le seuil de concentration cumulée de
l’ERO X. Ce seuil correspond à la concentration cumulée de ’X’ à r=215 µm (=430/2) de l’axe
du laser lors de la génération de 1O2 en présence de 1mM de BSA. Ce seuil nous permet de
déterminer la contribution à la mort de ’X’ lors de la génération de 1O2 en présence de 0mM et
5mM de BSA, au moyen du profil spatial de concentration de ’X’, simulé numériquement pour
chacun de ces cas de figure.

La concentration de ’X’ est trop faible pour expliquer le diamètre de mort de 500 µm suite
à la génération d’1O2 sans BSA. La mort est par conséquent attribuée à O.−

2 . La concentration
cumulée seuil de O.−

2 , [O.−
2 ]CS , est déduite de la concentration de O.−

2 à r=250 µm de l’axe du
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Expérience Dmort (µm) Dseuil
1O2 Dseuil O.−

2 Dseuil ’X’
∆t=10min 110 +/- 7 110 0 0
∆t=20min 125 +/- 8 125 50* 0
∆t=30min 135 +/- 3 130 70* 30*
∆t=60min 155 +/- 4 140 155 90

Table 3.6 – Comparaison mort mesurée et attendue en mono-couches. Le diamètre de
mort Dmort définit la zone de cellules mortes autour de l’axe du laser (FCM<0.05 à l’extérieur de
Dmort). Lde diamètres Dseuil définissent la zone de cellules mortes attendue autour de l’axe du
laser. Les concentrations cumulées seuil des ERO secondaires sont estimées à partir des données
de F. Anquez et al. [4]. *A cette distance du laser la concentration cumulée d’1O2 suffit à elle
seule pour garantir FCM=1 : toutes les cellules sont mortes (vérifié expérimentalement et avec
3mM de BSA pour ∆t=30min). Les ERO secondaires n’augmentent pas la fraction de cellules
mortes, déjà maximale.

laser. [O.−
2 ]CS=7mM, soit environ 5 fois plus élevée que la concentration cumulée obtenue lors

de la génération extra-cellulaire de 1O2 dans du PBS. Nous attribuons cette augmentation du
seuil à la désactivation de O.−

2 par le milieu de culture. La concentration cumulée seuil de l’ERO
X est quant-à-elle estimée à 1mM, soit environ 50 fois plus élevée que lors des expériences de
génération extra-cellulaire de 1O2 dans du PBS.

Seuils et dommages indirects en mono-couches. Enfin, nous utilisons les seuils estimés
pour prédire la mort suite à des irradiations de mono-couches pour les paramètres de notre étude
(∆t=10,30 ou 60min, ω=40µm et P=100mW). Le tableau 3.6 compare le diamètre de mort me-
suré expérimentalement avec le diamètre de mort (Dseuil) prédit par les profils de concentration
simulés associés aux paramètres d’irradiation. Les ERO secondaires sont effectivement produites
en quantités trop faibles pour étendre le diamètre de mort pour des irradiations de durée ∆t=10
et 30min. Cela est par conséquent cohérent avec l’absence d’effet de la BSA sur le diamètre de
mort mesuré dans le chapitre 2. Nous n’avons pas fait d’expériences d’irradiation de ∆t=60min
en présence de BSA. Pour ∆t=60min, les seuils de concentration suggèrent que le diamètre de
la zone de mort est étendu de ∼ 10 µm (soit environ 1/3 du diamètre d’une cellule) à cause de
dommages indirects provoqués par O.−

2 .

Nous avons défini la toxicité de 1O2 intra-cellulaire à partir de l’expérience ∆t=10min. L’ab-
sence de toxicité liée aux ERO secondaires permet de valider la courbe dose-réponse établie.
Pour les durées d’irradiation ∆t=20 et 30 min, les ERO secondaires sont présentes en concen-
trations toxiques sur une zone restreinte de la zone de mort. La concentration cumulée de 1O2
dans cette zone est suffisante pour que la fraction de cellules mortes soit de 1, la présence d’ERO
secondaires n’augmente donc pas la fraction de cellules mortes, déjà maximale. En conclusion,
les paramètres d’irradiation utilisés (ω=40 µm,P=100mW,∆t=5-60min) ne produisent des ERO
secondaires en concentrations suffisantes pour augmenter la fraction de cellules mortes et étendre
la zone de mort que pour ∆t=60min. L’augmentation de la FCM expérimentale pour les concen-
trations cumulées d’1O2 faibles (< 1mM) à ∆t=60min (par rapport à ∆t=10min, figure 3.22)
est ainsi attribuée aux ERO secondaires. Les écarts entre ∆t=10 et 30min sont attribués à la
taille des échantillons (nombre de cellules irradiées à une intensité laser donnée).
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Chapitre 4

Contrôle par 1O2 du mode de mort
de cellules cultivées en mono-couches

Dans les chapitres précédents nous avons mesuré la mort cellulaire suite à la génération
d’oxygène singulet, nous avons estimé le taux de production d’oxygène singulet et les quantités
d’1O2 toxiques, et nous nous sommes intéressés aux dommages à longue portée. Dans ce chapitre,
nous nous intéressons au mode de mort des cellules induit par un stress oxydant initié par 1O2.
En thérapie, il peut être intéressant de favoriser l’enclenchement de certains mécanismes de
mort plutôt que d’autres, par exemple l’apoptose pour limiter une réponse inflammatoire de
l’organisme.

En explorant des gammes de stress oxydant avec des fluences sur plusieurs ordres de gran-
deur, nous observons deux modes de mort, différentiés par des critères morphologiques et au
moyen de marqueurs de fluorescence : une mort de type nécrotique, et une mort de type apop-
totique. Les modes de mort ainsi définis ont des cinétiques propres, plus rapide pour la mort de
type nécrotique, et plus lente pour la mort de type apoptotique. Nous observons enfin également
chez certaines cellules des symptômes morphologiques (vacuoles) transitoires, généralement as-
sociées à une autophagie. Afin de préciser la question de la réponse des cellules suite à la
génération de 1O2, nous souhaitons mesurer la fraction de cellules mortes totale et le ratio de
cellules mortes de chaque type en fonction du taux de production d’1O2 et de la durée d’ex-
position des cellules. Remarquons qu’à notre connaissance, il n’existe aucune autre étude à ce
jour qui étudie la fraction de cellules mortes, le type de mort et la cinétique de mort en fonction
d’une large gamme de doses d’oxygène singulet.

Nous observons que le mode de mort n’est pas déterminé par la concentration cumulée
d’1O2 générée dans les cellules. Pour une même concentration cumulée, mais pour des taux
de production d’oxygène singulet et des durées d’exposition différentes, la réponse des cellules
peut différer. Nous discutons enfin de ce résultat au vu de la littérature sur les modes de mort
cellulaire et notamment les possibles compétitions entre les voies de signalisation associés aux
différents processus de mort cellulaire programmée.

4.1 Introduction : mort cellulaire et modalités de mort

La réponse de cellules à un stress dépend fortement de la nature des cellules et de leur
environnement [113;114]. Nous souhaitons explorer la corrélation entre la nature du stress oxydant,
caractérisée par un taux de production d’oxygène singulet et une durée d’exposition des cellules
à 1O2, et le destin des cellules.

Lorsque les mécanismes antioxydants d’une cellule échouent à rétablir l’homéostasie redox
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et que les dommages subis sont trop importants, la cellule ne peut plus assurer ses fonctions
vitales. Son métabolisme subit alors un arrêt définitif : on parle de mort cellulaire. Cette mort
peut être régulée ou non par la cellule. La mort non-régulée, dite accidentelle ou passive, est
subie, par exemple lors d’un stress trop violent pour permettre une réponse cellulaire organi-
sée. La mort programmée est définie par la mobilisation de voies de signalisation métaboliques
en réponse à divers stimulus (signaux extra-cellulaires, stress oxydant etc.) Des protéines ini-
tiatrices enclenchent alors une série de réactions intra-cellulaires qui aboutissent à l’arrêt du
métabolisme. S. L. Finket al. en 2005 [274] et Y. Xie et al. en 2016 [275] proposent une synthèse
et une caractérisation des différents modes de mort identifiés dans la littérature. En dix ans, on
constate l’émergence de nouveaux modes et sous-modes de mort, notamment parmi les morts
programmées. Le classement de la mort cellulaire en catégories est complexe et il existe de
nombreux couplages [117–119] et sous-catégories.

Trois grands modes de mort se dégagent de la littérature : la nécrose, l’apoptose et l’au-
tophagie. Nous allons brièvement présenter leurs caractéristiques, le lien entre mode de mort
cellulaire et stress oxydant, et les couplages entre les différents modes de mort programmée.

4.1.1 Modes de mort

4.1.1.1 Apoptose

L’apoptose [107;274] est un mode de mort régulée essentiel au développement des organes, et
à de nombreux processus homéostatiques et de défense. Elle permet de renouveler les cellules,
d’écarter les cellules dysfonctionnelles, et de sélectionner les cellules utiles en éliminant les
superflues. Le processus d’apoptose s’enclenche lors de la réception d’un signal de mort. En
fonction de la provenance de ce signal, intra- ou extracellulaire, différentes voies de signalisation
sont activées.

Parmi les principaux acteurs moléculaires, on trouve les récepteurs membranaires des fac-
teurs de mort et les caspases, famille d’enzymes responsables de la propagation intra-cellulaire
des signaux de mort. En aval du processus d’apoptose, les caspases 3, 6 et 7, dites protéines
"bourreau" clivent les différents substrats présents dans la cellule. Ces trois caspases sont donc
les cibles moléculaires de choix pour caractériser une mort par apoptose : leur présence n’est a
priori associée à aucun autre mécanisme de mort.

Morphologiquement, l’apoptose se traduit par un arrondissement et une condensation de la
cellule, et par son décollement d’une éventuelle surface adhérente ou matrice extracellulaire in
vitro [115;296]. La cellule, dont la membrane reste intacte, se découpe ensuite en corps apopto-
tiques, digérés in vivo par des cellules phagocytes. Sur des modèles in vitro, l’absence de système
immunitaire entraîne à terme le déclenchement d’un phénomène de nécrose secondaire [276], c’est-
à-dire que la membrane de la cellule arrondie et condensée se rompt et déverse son contenu dans
le milieu extra-cellulaire.

4.1.1.2 Nécrose

La nécrose, également appelée oncose, est généralement caractérisée par un gonflement du
cytoplasme (œdème) suivi d’une rupture de la membrane [115;296]. Des agents fluorescents d’in-
tercalation de l’ADN qui ne peuvent pénétrer dans le noyau cellulaire qu’en cas de rupture
de la membrane, tel l’iodure de propidium, sont pour cette raison couramment utilisés comme
marqueurs de la nécrose. In vivo, cette rupture relâche le contenu des cellules dans le milieu
extra-cellulaire et peut provoquer une réponse inflammatoire [277;278]. Afin de limiter les dom-
mages aux tissus voisins, certaines thérapies visent ainsi à empêcher la nécrose [279]. M.T. Lotze
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et al. [280] postulent même que la mort dérégulée par nécrose et non pas la croissance dérégulée
des cellules serait le facteur principal du développement de tumeurs.

Dès les années 90 [281] une différence temporelle marquée entre les processus de nécrose et
d’apoptose fut mise en évidence. La mort par apoptose est généralement un processus plus long
(plusieurs heures à quelques jours entre le stimulus et l’arrêt du métabolisme). Toutefois, le
processus au cœur de cette mort comme la libération de cytochrome c par les mitochondries et
l’activation de caspases "bourreau", ne dure qu’une vingtaine de minutes [282;283]. T.V. Berghe et
al. [284] ont mis en évidence que la cinétique n’était pas uniquement liée au phénotype de mort
(nécrose ou apoptose) mais au caractère programmé ou non de la réponse de mort : les nécroses
accidentelles sont plus rapides que les nécroses programmées. Nous discuterons des caractères
accidentels ou programmés de la mort nécrotique par la suite. La nature du stimulus, l’intensité
du stress et le type cellulaire ont tous un effet sur la cinétique de mort.

4.1.1.3 Autophagie

Un troisième mécanisme cellulaire, l’autophagie, fut longtemps placé au même niveau que
la nécrose et l’apoptose. On parle de mort par autophagie lorsqu’il y a formation massive de
vacuoles dans le cytoplasme. Le rôle des vacuoles est de séquestrer et de dégrader les toxines.
La formation de vacuoles n’est toutefois pas toujours suivie de mort cellulaire. De nombreuses
études [110–114] contestent ainsi la classification de l’autophagie parmi les modes de mort, en
démontrant que l’autophagie se déclenche en parallèle de certains mécanismes de mort, mais
qu’il n’y a pas de relation causale claire entre autophagie et mort des cellules. Il se peut donc
que l’autophagie soit uniquement un mécanisme de défense des cellules et que la mort soit un
symptôme de son échec. Il est également possible que différentes voies de signalisation soient à
l’origine des manifestations morphologiques associée à l’autophagie, et que les voies déclenchées
déterminent les conséquences de l’autophagie sur la viabilité des cellules.

4.1.2 Stress oxydant et modes de mort cellulaire

Dans le cas spécifique d’un stress oxydant, la nécrose est associée à des doses élevées [107;108]
d’espèces réactives de l’oxygène et l’apoptose à des doses plus faibles, ou à des stress chroniques.
La revue de G.C. Higgins et al. [120] mets en évidence un lien entre nature du stress oxydant
et les modalités de mort de neurones. Un stress aigu provoque une mort par nécrose non-
régulée, tandis qu’un stress ponctuel modéré favorise la nécrose programmée et des processus
d’autophagie qui entraînent la mort cellulaire. Un stress ponctuel plus faible, ou une élévation
chronique des niveaux d’ERO dans les cellules provoquent de la mort par apoptose, et des
manifestations d’autophagie qui n’aboutissent pas forcement à la mort des cellules. Les voies
de signalisation métaboliques mobilisées pour l’autophagie ne sont également pas les mêmes en
fonction de l’intensité du stress.

En photothérapie dynamique, le type de tumeur, de PS utilisé, et la localisation intracel-
lulaire des PS, influent sur les modalités de mort [14;109]. La réponse au stress est également
soumise à la variabilité biologique des cellules. Différentes sources de variabilité affectent la
réponse de cellules au stress oxydant. Les variabilités génétiques inter et intra-lignées [309] et la
variabilité de taux de protéines entre cellules génétiquement identiques [309;312]. Une concentra-
tion d’adénosine triphosphate (ATP) élevée, par exemple, favorise une mort par apoptose [286].
J. Skommer et al. [311] proposent enfin également l’existence d’une variabilité intrinsèque des
voies de signalisation apoptotiques. Du fait de cette variabilité biologique, une population de
cellules stressées peut présenter une variabilité de réponses.

Les modes de mort sont enfin corrélées avec la fraction totale de cellules mortes (FCM).
S. Nagata et al. [287] ont stressé in vitro par PDT des cellules de mélanome humain, et mesuré
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une majorité de mort par apoptose lorsque la FCM atteint 70%. Pour une FCM de 99% la
majorité des cellules sont mortes par nécrose. Ces résultats sont confirmés in vitro sur des cellules
de carcinome de l’épiderme humain en PDT par K. Plaetzer et al. [108] qui de plus montrent
qu’une fraction importante de la mort nécrotique a lieu dans les 3h après traitement tandis
que la mort apoptotique survient entre 3 et 24h après irradiation. Ainsi, les stress suffisamment
importants pour limiter l’impact de la variabilité cellulaire (FCM proche de 1) sont également
ceux qui favorisent une mort nécrotique. Dans l’optique, par exemple, de limiter une réponse
inflammatoire, ces résultats soulignent donc le compromis à faire entre favoriser la mort par
apoptose et maximiser la fraction totale de cellules mortes.

4.1.3 Mort programmée et plasticité des voies de signalisation

La nécrose a longtemps été considérée comme une mort non-régulée, subie par la cellule, à
opposer à l’apoptose. Il a été mis en évidence au début des années 2000 que cette définition
est réductrice. En effet, C.J. Zeiss et al. [288] ont montré en 2003 que l’inhibition de caspases
(et ainsi de l’apoptose) chez des souris entraîne une mort par nécrose des cellules stressées,
suggérant d’une part la possibilité d’une nécrose programmée et d’autre part l’aptitude de la
cellule à mobiliser d’autres voies de signalisation associées à la mort cellulaire si certaines voies
sont inhibées. En 2005, A. Degterev et al. [289] ont identifié que le facteur soluble TRAIL (en
anglais "Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand"), pouvait enclencher une
mort programmée aux mêmes symptômes morphologiques que la nécrose (œdème et rupture
de la membrane) à la place d’une mort par apoptose lors de l’inhibition de la caspase 8. Cette
découverte a donné lieu à une première définition de la nécrose programmée, qualifiée de "né-
croptose". G.C. Higgins et al. [290] ont confirmé cet effet sur des neurones de souris mutantes
présentant un déficit de caspases. Suite à un stress oxydant, provoqué par une concentration
toxique de peroxyde d’hydrogène extracellulaire, qui donne lieu à de la mort par apoptose dans
des souris de type sauvage, les neurones mutants subissent une mort programmée caractérisée
par des symptômes morphologiques associés à l’autophagie ou la nécrose.

Les kinases (récepteurs protéiques) RIPK1 et RIPK3 ont été identifiés parmi les principaux
acteurs de la nécroptose [284]. Il a toutefois été montré par la suite que RIPK3 peut également
être impliqué dans une mort par apoptose [285]. Plus de dix ans après les travaux de A. Degterev
et al. [289], la découverte de nombreux mécanismes moléculaires complexes, avec des voies de
signalisation variées et parfois redondantes, et de nombreux effecteurs impliqués à la fois dans
la mort par apoptose et certaines nécroses programmées [119], ont montré que la définition donnée
de la nécroptose était trop réductrice. Ces études ont également révélé l’existence de nombreux
autres mécanismes de mort programmés aboutissant à une rupture de la membrane plasmique,
telles la pyroptose [274] ou la ferroptose [275].

De manière générale, l’inhibition ou la stimulation de gènes et/ou de protéines impliqués
dans les mécanismes de mort régulée permettent de basculer entre mort nécrotique et apopto-
tique [111;121]. Ceci révèle une plasticité du métabolisme : lorsqu’une voie de signalisation associée
à la mort est engagée par une cellule, le blocage de cette voie ne permet pas d’éviter la mort
des cellules. D’autres voies de signalisation s’enclenchent et prennent le relais. Cette plasticité
rend complexe la définition et classification des modes de mort. L. Galluzzi et al. [296] proposent
une synthèse de ces phénomènes.

4.1.4 Un contrôle possible du type de mort ?

B. Loos et al. [291] proposent que la mort est le résultat de plusieurs voies de signalisation en
compétition, enclenchées de façon simultanée, et qu’il existe des passerelles ("checkpoints") d’une
voie à une autre. La nature du stress et les conditions physiologiques de la cellule vont permettre
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à une voie de l’emporter. Il est donc critique, lors de l’utilisation de marqueurs biochimiques
pour caractériser la mort, d’identifier des marqueurs en aval des cascades étudiées. Cette revue
introduit également le concept de Points de Non Retour (PNR). Les PNR seraient des étapes
de signalisation (à identifier) qui, en fonction de la nature et l’intensité des stress subis, feraient
basculer la cellule dans un type de mort plutôt qu’un autre. Tant que ces PNR ne sont pas
atteints, le sort des cellules reste en suspens.

Cette hypothèse pourrait expliquer les symptômes d’autophagie observées chez des cellules
qui vont dans un second temps mourir par apoptose ou par nécrose. Il a en outre été mon-
tré [292;293] que la stimulation de l’autophagie permet de retarder la date de mort par apoptose,
voire à entraîner la survie de la cellule. A l’inverse, inhiber l’autophagie permet de réduire la
résistance des cellules à des stress radiatifs [292;294]. De manière générale, en fonctions des condi-
tions (types de cellules, environnement, nature du stress), l’autophagie peut inhiber ou faciliter
l’apoptose ou la nécrose [295].

Un des enjeux actuels est l’identification de nœuds de convergence dans les voies de signa-
lisation chimiques qui pourraient être ciblés pour inhiber spécifiquement une modalité de mort
programmée, et servir à caractériser et distinguer les différents mécanismes.

Nous ne nous attacherons pas dans cette étude à caractériser les mécanismes biochimiques
associés aux différents modes de mort. Nous nous limiterons à distinguer différents modes de
mort au moyen de critères de morphologie et de marqueurs de fluorescence, et à étudier le
lien entre les paramètres d’irradiation laser, c’est-à-dire l’intensité (qui détermine le taux de
production d’1O2) et la durée d’irradiation ∆t, et le mode de mort des cellules. Nous mettons
ainsi en évidence que la dose, définie comme la concentration cumulée d’1O2 générée dans les
cellules, ne détermine pas à elle seule la réponse des cellules à un stress.

4.2 Protocoles et Méthodes
Dans ce chapitre nous souhaitons caractériser pour une large gamme de doses d’1O2 la mort

subie par les cellules. La quantité d’1O2 est contrôlée au moyen des paramètres d’irradiation
laser (intensité et durée d’irradiation). La mort cellulaire est mesurée sur plusieurs ordres de
grandeur de I (de 0.1 à 7kW/cm2), et pour une durée d’irradiation ∆t de 5 à 60 minutes. De
l’intensité laser I et de la concentration en dioxygène (simulée numériquement) nous estimerons
dans un second temps le taux de production d’oxygène singulet, et donc la concentration cumulée
générée dans les cellules.

La mort cellulaire est caractérisée en utilisant des critères morphologiques et des marqueurs
fluorescents. Nous différencions ainsi deux modalités de mort. Le suivi par imagerie des cellules
pendant au moins 24 heures après l’irradiation (1 image prise toutes les 20 minutes) permet de
caractériser la cinétique de mort et de définir une date de mort tM , mesurées en heures après
le début de l’irradiation.

4.2.1 Expérience et dispositif d’irradiation

Le montage expérimental est identique à celui utilisé dans le chapitre 2. Il est schématisé à
nouveau figure 4.1. Dans ce chapitre nous ne nous intéressons pas uniquement au statut binaire
mort/vivant des cellules. Nous allons extraire de nos données des informations supplémentaires
sur la nature de la mort. Le paramètre "I" désigne dans tous ce chapitre l’intensité moyenne reçue
par les cellules. La méthode pour obtenir des courbes dose-réponse, qui donnent la fraction de
cellules mortes en fonction de la quantité d’oxygène singulet générée dans la cellule (ou l’intensité
laser I), a été présentée section 3.2.6.
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Figure 4.1 – Montage expérimental. Des cellules MCF7 cultivées en mono-couches (2D) dans
une boîte de culture sont irradiées avec un laser gaussien à 1270nm (waist ω=40µm) afin de
générer une distribution d’1O2 proportionnelle à l’intensité laser I. La boîte de culture est inté-
grée à un incubateur portable qui maintient les cellules dans des conditions standard de culture
cellulaire (37 ◦C, 21% O2 et 5% de CO2) afin de suivre sur au moins 30h les cellules irradiées
par imagerie. L’imagerie en lumière directe permet de suivre l’évolution de la morphologie des
cellules. Des marqueurs fluorescents permettent d’identifier les cellules mortes. L’incubateur est
lui-même placé sur un plateau de microscope XYZ automatisé, qui permet d’irradier et d’imager
de multiples positions sur une même boîte de culture, et de maintenir les cellules dans le plan
focal de l’objectif de microscope.

4.2.1.1 Paramètres d’irradiation

Les cellules sont irradiées entre 5 et 60 minutes. Nous commençons à mesurer une fraction
de cellules mortes supérieure à la FCM obtenue sans irradiation pour des intensités laser de
l’ordre de 1-10 W/cm2, soit un taux de production d’1O2 d’environ 20-200 nm s−1. Un faisceau
laser gaussien de rayon à 1/e2 (waist) ω=40 µm permet ainsi de balayer près de quatre ordres de
grandeur d’intensité (jusqu’à 2000-8000W/cm2 en fonction de la puissance laser) dans chaque
champs de cellules irradiées.

Les irradiations sont effectuées à plusieurs puissances laser : P=50mW, 100mW ou 200mW.
A P=50mW et ∆t=5min, la mort cellulaire ne concerne que 1-4 cellules par champs irradié,
nous ne travaillons donc pas à puissance inférieure. A partir de P=300mW, les cellules risquent
de subir un stress thermique. Un stress thermique létal pour P=300mW, mesuré en irradiant
les cellules à 1241nm (détails section 2.2.2.2), est observé dans des sphéroïdes. La mort en
mono-couches n’est pas augmentée lors d’une irradiation à 1241nm et P=300mW, mais il est
possible que les mono-couches subissent des effets sub-létaux néfastes qui risqueraient d’altérer
la réponse des cellules au stress oxydant. Nous limitons donc la puissance laser dans ces études
à P=200mW.
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4.2.1.2 Mesure et caractérisation de la mort cellulaire

Les modes de mort sont étudiés pour des cellules cultivées en mono-couches. Les cellules sont
recouvertes de leur milieu de culture pendant l’irradiation. La contribution de ERO secondaires
à la mort des cellules pour les paramètres d’irradiation ci-dessus est négligeable pour ∆t <
60min. En effet, au moyen d’un désactivateur extra-cellulaire de 1O2 (sérum d’albumine de
boeuf) d’une part, en estimant les seuils de toxicité des ERO secondaires pour des mono-
couches de cellules irradiées dans leur milieu de culture d’autre part, et enfin en estimant par
simulation numérique la concentration de ERO secondaires générées au niveau des cellules en
mono-couches, nous avons mis en évidence dans les perspectives du chapitre précédent que
les ERO secondaires ne sont générées en quantités suffisantes pour être toxiques que pour des
irradiations de ∆t = 60min. Pour un temps d’exposition de ∆t = 60min, les ERO secondaires
font augmenter la fraction de cellules mortes en périphérie de la zone de mort. Nous en tiendrons
compte lors de l’interprétation des résultats.

Afin d’estimer le taux de production d’oxygène singulet, la déplétion en dioxygène doit être
prise en compte. Nous l’estimerons par simulation numérique en fixant Kox=∼2×106s−1. Kox

caractérise la réaction de 1O2 avec le milieu extracellulaire pour former des ERO secondaires,
sa valeur a été estimée dans le chapitre précédent.

Les cellules sont suivies par imagerie pendant et après l’irradiation. Après l’irradiation des
images par transmission de lumière blanche et de fluorescence sont prises toutes les 20 minutes
pendant plus de 24 heures (jusqu’à 65h en fonction des expériences). Les images par transmission
en lumière blanche (objectif 20X) permettent de caractériser la morphologie des cellules. Les
images de fluorescence, combinées à des marqueurs fluorescents, permettent de caractériser le
type de mort, et de définir la date de mort des cellules.

Les cellules mortes sont dans les chapitres précédents caractérisées par le marqueur fluores-
cent CellTox Green, un agent intercalant de l’ADN qui ne pénètre dans les cellules que lorsque
la membrane cellulaire est compromise. L’iodure de propidium (PI), aux propriétés biologiques
similaires est substitué au CellTox Green dans certaines expériences de ce chapitre, car ses
propriétés physiques (longueurs d’onde maximales d’excitation et d’émission : 530 et 620 µm)
sont adaptées pour faire un double marquage des cellules avec le marqueur annexine V-FITC
(Ex :490/Em :520 µm). L’annexine V est une molécule avec une forte affinité pour la phospha-
tidylsérine, normalement présente uniquement sur la face intérieure de la membrane cellulaire.
La phosphatidylsérine migre sur la face extérieure de la cellule lors de l’enclenchement de cer-
tains mécanismes de mort, notamment l’apoptose [297], mais pas exclusivement [296], et sert ainsi
à caractériser le mode de mort.

4.2.2 Caractérisation des modalités de mort cellulaire

Nous souhaitons distinguer les différents modes de mort subis par les cellules irradiées. Des
définitions morphologiques et biologiques [115;116;296] associées à chaque mode de mort ont été
suggérées par un comité spécialisé, le "Nomenclature Committee on Cell Death" (NCCD). La
pertinence et les limites de l’utilisation de critères morphologiques et des marqueurs fluorescents
Annexine V et PI y sont également discutées.

Deux modes de mort sont ici mis en évidence, et nous nous baserons sur les recommandations
du NCCD pour interpréter les résultats obtenus.
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Figure 4.2 – Caractérisation du premier mode de mort cellulaire. Images de champs
de cellules de 150 µm de côté. Figures (a,d) : images en lumière blanche. Figure (a) Cercle
rouge : faisceau laser de waist 40 µm. Images en microscopie de fluorescence : figures (b,e)
marquage iodure de propidium (PI) et figures (c,f) marquage Annexine V-FITC (AV). Les
images sont prises avant (figure (a,b,c)) et 4h après (figures (d,e,f)) le début de l’irradiation.

4.2.2.1 Mort de type "nécrotique"

Un exemple de mort cellulaire est illustré figure 4.2. La surface occupée par une cellule avant
et après sa mort ne varie pas ou peu. Le noyau de la cellule (chromatine) ne se condense pas.
La cellule se dilate (gonflement) jusqu’à rupture de la membrane cellulaire. Le noyau devient
alors opaque. La rupture de la membrane permet au marqueur fluorescent PI de se fixer sur le
noyau des cellules mortes. La fluorescence Annexin V-FITC est très faible sur les cellules mortes
(notamment en comparaison au second mode de mort présenté ci-après). La date de mort, tM ,
mesurée en heures après le début de l’irradiation laser, est définie par rapport à l’intensité de
fluorescence du marqueur PI (figure 4.3). Elle est fixée arbitrairement à la date où l’intensité
de fluorescence atteint 75% de son intensité maximale.

Ces critères, morphologiques et fluorescents, sont généralement associés à une mort par
nécrose [115;275;298]. Les critères établis ne permettent toutefois pas de distinguer une nécrose
"accidentelle" d’une mort programmée (par exemple une nécroptose). Nous allons utiliser le
terme général de mort de "type nécrotique", pour le distinguer du second type de mort, tout
en gardant à l’esprit que nous ne pouvons pas nous prononcer sur les mécanismes moléculaires
impliqués. Nous verrons par la suite que cette mort est généralement rapide (mort des cellules
quelques heures après début d’irradiation) et associée aux intensités laser fortes.
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Figure 4.3 – Profil de l’évolution temporelle de l’intensité de fluorescence moyenne
dans une cellule, pour les marqueurs PI et Annexine-V, associé au premier mode
de mort. La date de mort tM , mesurée en heures après le début de l’irradiation laser, est
définie lorsque l’intensité de fluorescence associée au marqueur PI atteint 75% de la valeur
maximale (seuil arbitraire). L’intensité de fluorescence est mesurée et moyennée sur une cellule.
La fluorescence des aux cellules vivantes (niveau basal) est la même pour le PI et l’annexine V.

4.2.2.2 Mort de type "apoptotique"

Le second mode de mort est illustré figure 4.4. La surface des cellules adhérentes rétrécit
et le noyau se condense entre le début de l’irradiation et la rupture de la membrane. Certaines
cellules se détachent partiellement du fond de la boîte de culture et restent recroquevillées
plusieurs heures avant l’éclatement de la membrane. Les cellules qui se "recroquevillent" sont
celles qui sont exposées à des intensités laser plus faibles et meurent le plus tardivement. Les
cellules sont marquées Annexine-V et PI. Ce marquage est détecté (figure 4.5) de manière
simultanée (à 20 minutes près, intervalle de prise d’image). La fluorescence Annexine V est la
plus intense sur les membranes des cellules. La fluorescence PI est globalement spécifique du
noyau. Le niveau de fluorescence des cellules recroquevillées est légèrement supérieur à celui des
cellules vivantes. Les fluctuations d’intensité autour des valeurs basales et maximales sont dues
au déplacement des cellules au cours du suivi.

Une étude de Y.H.C. Yang et al. [299] explore en détail la cinétique d’apparition des mar-
queurs fluorescents Annexine V et PI. Une apparition simultanée des signaux associés aux deux
marqueurs, couplée à une absence de condensation de chromatine est associée à une mort par
nécrose. Le terme "apoptose partielle" est proposé par Yang et al. [299] pour définir une modalité
de mort qui présente des critères morphologiques caractéristiques de l’apoptose (condensation
de chromatine, cellule qui se recroqueville) mais pas le marquage séquentiel Annexine V/PI at-
tendu. Le marquage PI et l’explosion de la membrane traduit une nécrose secondaire qui mets
fin in vitro au processus d’apoptose.

Pour qualifier la mort d’apoptose, un marquage Annexine V antérieur (jusqu’à plusieurs
heures) au marquage PI est traditionnellement requis [299]. H. Sawai et al. [300] ont néanmoins
montré que certains processus nécrotiques peuvent également être caractérisés par un marquage
séquentiel et que l’utilisation de marqueurs biochimiques supplémentaires est nécessaire pour
discriminer entre les différents modes de mort.
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Figure 4.4 – Caractérisation du second type de mort cellulaire. Images de champs
de cellules de 150 µm de côté, prises avant (figure (a,b,c)) et 10h après (figures (d,e,f)) le
début de l’irradiation. Figures (a,d) : images par transmission en lumière blanche. Cercle en
pointillés : faisceau laser gaussien de waist 40 µm. Figures (b,e) : Images de fluorescence PI.
Figures (c,f) : Images de fluorescence Annexine V-FITC..

Comme pour la mort dite de type nécrotique, nous n’avons pas fait d’expériences pour
identifier les processus moléculaires impliqués dans cette mort. Il y a néanmoins suffisamment
de différences entre les deux modes pour les étudier séparément. Ce second mode de mort sera
qualifié de mort de type apoptotique. Remarquons que la majorité des expériences ont été faites
avec des cellules marquées uniquement avec du CellTox Green (propriétés très similaires à celles
de l’iodure de propidium, PI). Les expériences avec la présence de fluorophores Annexine V et PI
ont servi à confirmer que les différences morphologiques observées dans les cellules sont corrélées
aux marquages fluoroscents (PI seul pour les morphologies de type nécrotique et Annexine V
+ PI pour les morphologies de types apoptotiques).
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Figure 4.5 – Profil de l’évolution temporelle de l’intensité de fluorescence moyenne
dans une cellule, pour les marqueurs PI et Annexine-V, associé au second mode de
mort. La date de mort tM , mesurée en heures après le début de l’irradiation laser, est défini
lorsque l’intensité de fluorescence associée au marqueur PI atteint 75% de la valeur maximale
(seuil arbitraire).

Le tableau 4.1 récapitule les caractéristiques des deux modes de mort observés.

Critère Type nécrotique Type apoptotique

Morphologie

Rupture membrane + +
Gonflement + -
Condensation noyau - +
Réduction surface(1) - +

Fluorescence PI + +
Annexine V - +

Date de mort tM ∼ 5h ∼ 15h

Table 4.1 – Table récapitulative des propriétés associées aux deux types de mort identifiés.
(1) La réduction de la surface peut aboutir à un recroquevillement de la cellule, qui se détache
partiellement du fond de la boîte de culture plusieurs heures avant la rupture de la membrane.
Les dates de mort des cellules sont présentées dans la partie Résultats.

4.2.3 Stress oxydant et modalités de morts cellulaires

En pratique, au vu des gammes d’intensité générées par la distribution spatiale gaussienne
du laser d’irradiation, on peut observer une population de cellules mortes mixte (figure 4.6) avec
des cellules de type nécrotique dans une zone proche de l’axe du laser et des cellules de type
apoptotique formant une couronne en périphérie. Si le taux de production d’oxygène singulet,
contrôlé au moyen de l’intensité laser, et/ou le temps d’irradiation sont trop faibles, les cellules
mortes sont exclusivement de type apoptotique.
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Figure 4.6 – Distribution spatiale des modes de mort suite à une irradiation. Images
microscope d’un champs de cellules irradiées. Croix rouge : centre du faisceau laser. Cercle
plein bleu : zone de mort de type nécrotique. Cercle rouge en pointillés : zone de mort de
type apoptotique. Barres d’échelle : 30 µm. Figure (a) Images par transmission en lumière
directe (au contraste augmenté) prises 12h après irradiation. Les cellules centrales sont mortes
(type nécrotique). Les cellules périphériques sont vivantes mais recroquevillées (mort de type
apoptotique en cours). Figures (b,c,d) Images de fluorescence 24h après irradiation. Figure
(b) Superposition des deux canaux de fluorescence : PI (fluorescence rouge) + Annexine V
(fluorescence verte). Figure (c) Image PI : fluorescence des noyaux des cellules mortes, tous
modes de mort confondus. Figure (d) Annexine V-FITC : fluorescence des cellules mortes de
type apoptotique exclusivement, marquage des membranes.

4.2.4 Mort cellulaire : données expérimentales

Le tableau 4.2 liste les expériences faites avec les principaux critères expérimentaux. Les
cellules mortes sont divisées en trois catégories : nécrotiques (N), apoptotiques (A) et apop-
totiques non aboutis (A∗ ). Les cellules A∗ correspondent aux cellules dont la mort n’a pas
abouti (défini par le marquage fluorescent du noyau par le fluorophore PI ou CellTox Green)
avant la fin du suivi par imagerie mais qui présentent toutefois des symptômes morphologiques
d’apoptose. Nous discuterons de cette sous-population dans la partie Résultats.
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Intensité Exposition Marquage Durée du Nb cellules Nb cellules mortes
Imax (W/cm2) ∆t (min) fluorescent suivi (h) I>1W/cm2 N A A∗

1721 5 CTG 43 82 0 15 0
3443 5 AV + PI 46 103 0 44 0
6886 5 CTG 26 177 7 37 26
1721 10 CTG 63 74 0 29 0
3443 10 CTG 26 233 18 36 42
3443 10 AV + PI 38 161 10 49 15
1721 15 CTG 38 281 5 74 18
6886 15 CTG 23 193 51 27 22
1721 20 CTG 65 133 4 50 0
3443 20 CTG 44 205 53 56 9
1721 30 CTG 23 122 11 28 14
3443 30 AV + PI 44 168 43 53 2
6886 30 CTG 26 210 75 31 20
1721 60 CTG 65 142 41 42 0
3443 60 CTG 40 199 74 43 3
6886 60 CTG 24 124 54 21 5

Table 4.2 – Table des expériences d’irradiation. Les expériences sont caractérisées par l’ inten-
sité laser au niveau de l’axe du laser (Imax), la durée d’exposition des cellules (durée d’irradiation
laser), la nature du marquage fluorescent (Annexine V + Iodure de Propidium, noté AV+PI, ou
le CellTox Green, un équivalent PI, noté CTG), et la durée du suivi par imagerie après la fin de
l’exposition. Sont également listés, pour chaque expérience, le nombre total de cellules irradiées
(telles que l’intensité soit supérieure à 1W/cm2, seuil en dessous duquel nous ne mesurons pas
de mort liée à la génération d’oxygène singulet) et le nombre de cellules mortes par catégorie
(nécrose N, apoptose A, et apoptose non aboutie A∗).

Nous souhaitons analyser le lien entre paramètres d’irradiation laser fixés : intensité I, temps
d’irradiation ∆t, et la réponse des cellules, caractérisée par les modalités de mort et la date de
mort tM (en heures après le début de l’irradiation). Nous avons constaté chapitre 2 que le
diamètre de la zone contenant les cellules mortes n’évoluait plus de manière importante (<5%)
après 24h, et quasiment plus après 30h. Les cellules irradiées ont donc étées suivies par imagerie
entre 23h et 65h. Dans ce chapitre ne cherchons pas à mesurer une "zone" globale mais à identifier
le destin de chaque cellule individuelle irradiée.

La méthode pour obtenir une fraction de cellules mortes en fonction de l’intensité laser est
décrite dans le chapitre 3 (section 3.2.6). Une représentation en trois dimensions de la fraction
de cellules mortes (FCM) en fonction des paramètres d’irradiation est donnée figure 4.7a. Plus
∆t et I sont élevés, plus la FCM est proche de 1. La figure 4.7b différencie les cellules de type
apoptotique et nécrotique en fonction des paramètres d’irradiation et de leur date de mort. Le
mode de mort est, comme la fraction de cellules mortes, corrélé à (I,∆t). Pour (I,∆t) élevés, les
cellules meurent d’une mort de type nécrotique. Lorsque (I,∆t) décroît, la part de de mort de
type nécrotique décroît également jusqu’à ce que la mort ne soit que de type apoptotique.

Dans un premier temps, nous nous intéressons à la mort cellulaire en fonction des paramètres
d’irradiation I (dont nous déduirons le taux de production en oxygène singulet) et ∆t. Dans un
second temps, nous nous intéresserons à la cinétique de mort et les corrélations entre le temps
de mort tM , le mode de mort et les paramètres d’irradiation.
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Figure 4.7 – Figure (a) Fraction de cellules mortes (FCM) en fonction des paramètres d’ir-
radiation I (intensité laser) et ∆t (durée d’irradiation). Figure (b) Répartitions des cellules
mortes en fonction de I, ∆t et leur temps de mort tD. Les cellules peuvent subir deux modalités
de mort : une mort de type nécrotique (ronds bleus), ou apoptotique (losanges rouges). Chaque
type de mort est associé à une gamme de paramètres : (I,∆t) élevés et tD court pour nécrose,
et (I,∆t) plus faible et tD long pour apoptose.

4.3 Résultats

4.3.1 Paramètres d’irradiation et mode de mort des cellules

L’intensité laser varie sur quatre ordres de grandeur (Imax=8kW/cm2) et la durée d’expo-
sition sur un ordre de grandeur (∆t=5 à 60 min) lors de l’irradiation des cellules. Dans cette
gamme de paramètres, nous nous intéressons à la fraction de cellules mortes et au mode de
mort, de type apoptotique ou nécrotique, des cellules.

Étudions la fraction de cellules mortes (FCM) en fonction de l’intensité I pour un temps
d’irradiation donné. Nous traçons figure 4.8a la fraction totale de cellules mortes (en noir, valeurs
expérimentales représentées par des carrés) à ∆t=60min.

Les sigmoïdes bleues, associée aux valeurs expérimentales représentées par des cercles, et
rouges (triangles) sont respectivement le ratio de cellules de type nécrotique parmi les cellules
mortes et le ratio des cellules de type apoptotique parmi les cellules mortes. Lorsque la FCM
totale est proche de zéro, les cellules mortes sont toutes de type apoptotique. Tant que la
FCM totale est inférieure à 0.8, les cellules sont très majoritairement (>80%) de type apop-
totique. Il faut que la FCM atteigne 0.9 pour que les cellules mortes soient à parts égales de
type apoptotique et nécrotique. Enfin, lorsque la FCM se rapproche de 1, les cellules meurent
majoritairement de mort de type nécrotique.

La fraction de cellules mortes (FCM) et les ratios de cellules mortes associés à chaque
mode de mort sont représentés en fonction de la durée d’irradiation ∆t dans la figure 4.8b. Par
exemple, pour ∆t=15min, pour une intensité I<50 W/cm2 la FCM est <0.2 : la majorité des
cellules survivent suite à l’irradiation. Pour 50<I<1500 W/cm2, les cellules meurent très majo-
ritairement (ratio >0.8) par apoptose, et la fraction totale de cellules mortes atteint 50% pour I
∼400 W/cm2. La zone délimitée par 50<I<1500 W/cm2 est une zone dite "mixte" dans laquelle
aucun mode de mort n’est très majoritaire. Enfin, pour I>1500W/cm2 les cellules meurent très
majoritairement (ratio > 0.8) d’une mort de type nécrotique. Ces résultats complètent ceux de
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Figure 4.8 – Modes de mort en fonction des paramètres d’irradiation laser. Figure
(a) Fraction de cellules mortes totale et ratio de cellules mortes de type nécrotique/apoptotique
en fonction de l’intensité I (en W/cm2). Valeurs expérimentales (points) et extrapolations
(courbes sigmoïdes) pour une durée d’irradiation ∆t=60min. Figure (b) Destin cellulaire (mort
ou survie) et mode de mort, en fonction de l’intensité laser I et de la durée d’exposition ∆t. A
chaque choix de paramètres (I,∆t) on peut associer une fraction de cellules mortes et un ratio
de cellules mortes de type apoptotique ou nécrotique.

S. Nagata et al. [287] et K. Plaetzer et al. [108], qui ont montré que le ratio de mort par apoptose
est élevé lorsque la FCM totale est faible et le ratio de nécrose élevé lorsque la FCM totale
augmente.

Regardons désormais si nous pouvons nous affranchir du temps d’irradiation et ne définir
la réponse des cellules au stress uniquement à partir du paramètre de fluence F=I×∆t (en
Wh/cm2), qui définit la dose de lumière laser à laquelle sont exposées les cellules sur la totalité
de l’irradiation. Dans la figure 4.9, l’intensité est remplacée par la fluence. Dans l’hypothèse ou
la fluence seule détermine la réponse des cellules à un stress, les différentes régions du graphique
devraient être associées aux mêmes fluences, indépendamment de la durée d’exposition. Nous
observons le phénomène inverse. Par exemple, la fluence nécessaire pour tuer 50% des cellules
(ligne en pointillés noirs sur la figure) lors d’une irradiation de 15 minutes est de F= 83 +/- 10
Wh/cm2, et de 22 +/- 6.5 Wh/cm2 pour une irradiation de 60 minutes. De manière générale
les fluences seuils associées aux temps d’exposition faibles sont plus élevées que celles associées
aux temps d’exposition élevés.

L’intensité et la fluence ne sont pas directement proportionnelles aux taux de production et
à la concentration cumulée d’1O2. Ces dernières sont proportionnelles au produit de I et F avec
la concentration en dioxygène 3O2. Lors des irradiations longues, la concentration en dioxygène
moyenne au niveau des cellules irradiées diminue à cause du phénomène de déplétion. Ainsi, à
fluence égale, nous nous attendons à générer une concentration cumulée d’1O2 plus faible lors
des irradiations longues. Si la déplétion en dioxygène était seule responsable de la dépendance
en ∆t de la réponse des cellules (figure 4.9), les fluences associées aux temps d’exposition longs
devraient être plus élevées que celles aux temps courts, et non plus faibles.

Nous avons cessé de mesurer la mort cellulaire environ 35h après le début de l’irradiation.
Nous décidons de suivre les cellules irradiées sur 60h afin de contrôler que la différence de
réponse n’est pas due à une cinétique de mort plus longue des cellules irradiées pendant des
temps courts, qui nous ferait sous-estimer la fraction de cellules mortes totale. Nous allons
également étudier le lien entre mode de mort et cinétique de mort.
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Figure 4.9 – Modes de mort en fonction de la fluence laser. Destin cellulaire (mort ou
survie) et mode de mort, en fonction de la fluence laser F et de la durée d’exposition ∆t. Les
valeurs de F caractérisant les différentes zones dépend de ∆t, la fluence seule ne suffit donc pas
à expliquer la mort cellulaire et le mode de mort.

4.3.2 Cinétique de mort et corrélation fluence/date de mort

Dans cette section, nous étudions les cinétiques de mort des cellules irradiées et montrons
une corrélation entre fluence laser et date de mort pour les cellules de type nécrotique. Cette
corrélation est plus prononcée dans la gamme de fluence pour laquelle les cellules mortes sont
très majoritairement (ratio >0.8) de type nécrotique. Il n’y a pas de corrélation entre fluence et
date de mort pour les cellules mortes de type apoptotique lorsque la mort des cellules est suivie
30-35h après irradiation.

4.3.2.1 Cinétique de mort lors d’un suivi des cellules sur 35h post irradiation

Dans un premier temps les cellules sont suivies pendant 35h après le début de l’irradiation
laser. L’histogramme figure 4.10a classe, selon la modalité de mort subie, le ratio de cellules en
fonction de leur date de mort tM (en heures après le début de l’irradiation laser). Tous temps
d’irradiation confondus, nous avons mesuré nN=450 cellules de type nécrotique et nA=600 de
type apoptotique. La mort de type nécrotique est plus rapide : tM médian=3.4h et 75% des
cellules meurent entre 2.5h et 5.6h après le début de l’irradiation. La mort de type apoptotique
est plus lente et étalée : tM médian=16h avec 75% de la mort entre 10h et 22h après le début
de l’irradiation.

Corrélation entre la fluence et la date de mort. Nous représentons figure 4.10b la date
de mort tM des cellules en fonction de la fluence laser F. Pour chaque type de mort (nécrotique
ou apoptotique), les données expérimentales sont extrapolées par une fonction log(tM (F)) = A
log(F)+B. Le coefficient de corrélation R2 est inférieur à 0.01 pour les morts de type apoptotique.
R2=0.32 pour les morts de type nécrotique. Si l’on choisit de séparer les cellules en fonction
de la durée de l’irradiation laser ∆t, la corrélation augmente lorsque ∆t augmente. R2=0.42 et
0.49 pour ∆t=30 et 60min, et 0.05 pour ∆t=5 et 10min.

Nous expliquons cette différence de corrélation par le fait que seules les irradiations à ∆t
> 30min permettent de générer des quantité d’1O2 suffisamment élevées pour observer une
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(a) (b)

Figure 4.10 – Cinétique de la mort cellulaire. Figure (a) Ratio de cellules mortes de
type apoptotique ou nécrotique en fonction de la date de mort tM (en heures après le début de
l’irradiation des cellules). Mort de type nécrotique : tM médian 3.4h. Mort de type apoptotique :
tM médian 16h. Figure (b) Date de mort tM en fonction de la fluence laser F (en Wh/cm2).
Les données sont extrapolées par une courbe A*log(F)+B afin d’évaluer la corrélation entre
fluence et date de mort. Pas de corrélation entre F et tM pour les morts de type apoptotiques
(R2 < 0.01). La corrélation est plus forte (R2 ∼ 0.4) pour les morts de type nécrotiques.

zone dans laquelle les cellules mortes sont exclusivement de type nécrotique. Dans la gamme de
fluence où les deux modes de mort se côtoient, il y a une perte de corrélation entre fluence et
date de mort, indépendamment du mode de mort.

Enfin, remarquons que les valeurs mesurées pour tM dépendent de la fluence, mais également
du type cellulaire. Les cellules MCF-7 ne produisent pas la protéine caspase 3 [301;302], essentielle
au clivage des protéines et organites en fin du processus d’apoptose. Ceci n’empêche pas aux
cellules MCF-7 de mourir par apoptose : l’engagement dans un processus non-réversible d’apop-
tose se fait en amont de l’activation de la caspase 3 [303]. L.Y. Xue et al. [303] comparent in vitro,
la réponse à un traitement PDT de cellules MCF7-wt et de cellules MCF7-c3, modifiées pour
exprimer la caspase 3. De l’apoptose, définie dans l’étude par la présence de critères morpho-
logiques (condensation du noyau, rétrécissement et fragmentation), est mesurée dans les deux
lignées, mais les cellules MCF7-wt meurent plus tardivement (en moyenne en 24h au lieu de 6h
aux fluences testées dans l’étude) et en fraction réduite. Il est donc possible que la différence
de cinétique observée entre les deux modes de mort ne soit pas aussi prononcée pour une autre
lignée cellulaire.

4.3.2.2 Mort des cellules sur des temps longs : précision de la définition de la mort

Jusqu’à présent, nous avons divisé la population des cellules irradiées en deux catégories :
les cellules dont la mort est aboutie (caractérisé par une explosion de la membrane cellulaire et
un marquage fluorescent du noyau à l’iodure du propidium) lors de la fin du suivi par imagerie,
et les autres cellules, considérées vivantes. Nous allons revoir cette division binaire dans cette
section.

Nous avons présenté ci-dessus la distribution de la mort cellulaire jusqu’à 35h après le début
de l’irradiation des cellules. Autours de 35h après l’irradiation des cellules, la mort est rare et
uniquement de type apoptotique. Moins de 3% des cellules mortes meurent entre 30 et 35h
après irradiation, soit moins de 5% du nombre total des cellules mortes de type apoptotique. De
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(a) (b)

Figure 4.11 – Modes de mort en tenant compte des morts non-abouties pendant le
suivi par imagerie. Figure (a) : Distribution des modes de mort en fonction de l’intensité
laser I et de la durée d’exposition∆t. Figure (b) : Intensités correspondant à une fraction de
cellules mortes (FCM) égale à 0.5 avant (1) et après (2) prise en compte des cellules apoptotiques
dont la mort n’a pas aboutie avant la fin des suivis ’courts’ (24-48h de suivi post-irradiation).

plus, l’absence de corrélation entre mort apoptotique et fluence semble suggérer que prolonger
le suivi des cellules n’aurait permis que d’ajuster éventuellement les fractions de cellules mortes
de quelques pourcents, et ceci de manière homogène en fonction de l’intensité laser. Nous avions
par conséquent jusqu’à présent classé comme "vivantes" des cellules montrant des symptômes
d’amorce de mort de type apoptotique (réduction de la surface et recroquevillement, tel que
défini plus haut, en section 4.2.2.2) <30h après le début de l’irradiation, mais dont la mort
n’a pas abouti (pas de marquage fluorescent à l’iodure de propidium) avant la fin du suivi des
cellules.

Dans le but de déterminer dans quelle mesure les premiers symptômes annonçant une mort
apoptotique aboutissent à la mort de la cellule, nous avons suivi 60 heures des cellules irradiées
durant 60,10 et 5min. Ces quelques expériences ont permis de conclure que toutes les cellules
irradiées qui présentent dans les 30h suivant l’irradiation les premiers symptômes morpholo-
giques d’une mort par apoptose meurent par apoptose dans les 60h. Nous allons donc par la
suite comptabiliser ces cellules comme des cellules mortes, même si la durée du suivi par imagerie
a été trop courte (24-48h) pour observer l’aboutissement du processus de mort.

La corrélation entre paramètres d’irradiation et fraction/type de mort, représentée figure 4.11,
est similaire à celle figure 4.8. Les paramètres d’irradiation associés à une fraction de cellules
mortes donnés sont toutefois ajustés. Par exemple, afin d’obtenir une fraction de cellules mortes
de 50% (FCM=0.5), l’intensité laser nécessaire varie jusqu’à un facteur 2 (significatif au vu des
écarts types). Ainsi, dans l’optique d’avoir une mesure précise de la réponse cellulaire à une
dose quantitative d’1O2 , il est nécessaire d’observer les cellules sur des temps longs (de l’ordre
de 60h pour des cellules MCF-7 wt).

4.3.3 Mort cellulaire et dose de 1O2

Nous avons jusqu’à présent représenté la réponse cellulaire, et notamment le mode de mort,
en fonction des paramètres d’irradiation (intensité ou fluence). Nous souhaitons désormais ex-
primer la réponse cellulaire directement en fonction des quantités de 1O2 produites dans les
cellules. Les figures 4.12a et 4.12b illustrent la réponse des cellules en fonction respectivement
du taux de production d’oxygène singulet et de la concentration cumulée en oxygène singulet
générée dans les cellules.
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Le taux de production d’oxygène singulet, produit de l’intensité laser et de la concentration
en dioxygène, est estimé à partir de l’intensité laser par simulation numérique la concentration
de dioxygène 3O2 (integrée sur la durée de l’irradiation). Plus la puissance laser et plus le temps
d’irradiation sont importants, plus la déplétion en dioxygène est importante. Les équations et
figures associées sont répertoriées dans l’annexe C.2.

(a) (b)

Figure 4.12 – Modes de mort - Bilan. Figure (a) Modes de mort en fonction du taux
de production en oxygène singulet Γ (en µmol/L/s) et de ∆t. Figure (b) Modes de mort en
fonction de la concentration cumulée d’1O2 [1O2]C (en mmol/L) et de ∆t. Si la mort était
uniquement fonction de [1O2]C , les différentes zones du graphe seraient toutes parallèles à l’axe
des abscisses.

Au vu des résultats du chapitre précédent, la concentration en dioxygène est simulée en
considérant que 1O2 réagit dans le milieu extra-cellulaire pour former des ERO secondaires avec
un coefficient de réaction Kox=2×106 s−1. Dans le milieu de culture, la concentration d’ERO
est toutefois réduite par rapport au PBS. Nous avons mis en évidence précédemment que les
ERO secondaires ne sont générées en quantités toxiques dans le milieu de culture que pour
des irradiation de ∆t=60min. Pour ∆t=60min, des expériences supplémentaires en présence de
BSA permettraient de discriminer entre les effets directs 1O2 et une éventuelle contribution des
ERO secondaires. Au final (figure 4.12), nous obtenons un fraction de cellules mortes de 50%
pour une concentration cumulée d’1O2 comprise entre 3.9 +/- 0.4mM (pour ∆t=5min) et 1.5
+/-0.2mM (pour ∆t=60min).

C’est autour d’une concentration cumulée de 3mM que la réponse des cellules dépend
le moins de la durée d’exposition ∆t : la fraction de cellules mortes est autour de 50% et
elles meurent très majoritairement (ratio >0.8) de mort de type apoptotique. Remarquons
que de nombreuses études [28;29;33;34] caractérisent la toxicité d’une espèce en évaluant unique-
ment la dose D50, qui provoque une fraction de cellules mortes de 50% (on trouve également
FCM=1/e=36% [19]). Certaines de ces études [19;28;29] ont mesuré de manière quantitative la pro-
duction d’1O2 et se sont intéressées à la dépendance de D50 avec la durée d’irradiation ∆t. Elles
ont conclu que la quantité cumulée d’1O2 définissant la dose D50 ne dépend pas de la durée
d’exposition.

Au vu de nos résultats, il est probable que cette conclusion soit liée au choix du seuil D50
pour caractériser la toxicité de 1O2. En étudiant la réponse des cellules à une gamme plus large
de doses de 1O2 nous mettons en évidence des différences marquées dans la réponse des cellules
à une même dose en fonction de la durée d’exposition. Par exemple, la concentration cumulée
qui permet d’obtenir 80% de mort par apoptose est 5 à 10 fois plus élevé pour des expositions
de 10 et 5min par rapport à une exposition de 60 min.
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4.3.4 Symptômes d’autophagie : une sous-population de cellules particulière

En plus des caractéristiques associées à des morts par apoptose ou nécrose définies précé-
demment, certaines cellules présentent temporairement des vacuoles, symptômes associé géné-
ralement à un phénomène d’autophagie. Il ne s’agit pas ici de définir un nouveau mode de mort,
car les cellules concernées subissent dans la grande majorité des cas une mort par apoptose
ou par nécrose (au vu des critères morphologiques et liés aux marquages fluorescents décrits
précedemment). Les cellules restantes, minoritaires, survivent et ont un aspect morphologique
sain (similaire à celui d’une cellule non-irradiée) en fin de suivi.

Nous souhaitons quantifier la population de cellules concernées en fonction des conditions
d’irradiation (et donc de la dose de 1O2 générée). Nous avons ainsi mis en évidence, à fluence
laser égale, un nombre plus important de cellules présentant des vacuoles suite à des irradiations
de durée faible, comparé aux irradiations longues (30 et 60 min).

4.3.4.1 Définition des symptômes autophagiques

L’apparition de vacuoles ont été observées chez certaines cellules lors du suivi post-irradiation
(figure 4.13). Les cellules concernées, suite à l’apparition de ces vacuoles, meurent en majorité
(en présentant les symptômes soit d’une mort par apoptose, soit par nécrose).

(a) (b)

Figure 4.13 – Caractérisation des vacuoles. Figures (a) et (b) : Vacuoles autophagiques
dans deux cellules irradiées. Images avec un microscope par transmission en lumière blanche,
prises au grossissement 60X, respectivement 6 et 16h après irradiation. Barre d’échelle : 20 µm.
Ces deux cellules survivront à l’irradiation.

Remarquons que ces vacuoles ne sont caractérisées que de manière morphologique. Ainsi, les
résultats présentés ci-dessous mériteront d’être approfondis afin de se prononcer sur le potentiel
enclenchement d’un processus d’autophagie chez certaines cellules irradiées. L’occurence de va-
cuoles chez les cellules qui meurent de mort apoptotique n’est visible que si elle survient avant
que la cellule ne se recroqueville. L’éventuelle présence de vacuoles dans une cellule recroque-
villée ne peut être distingué sur les images prises, et nécessiterai l’utilisation, par exemple, de
marqueurs fluorescents spécifiques.

4.3.4.2 Symptômes d’autophagie : doses et fractions de cellules concernées

Nous avons identifié les cellules présentant des symptomes d’autophagie. Ces cellules sont
représentées figure 4.14 pour trois conditions d’exposition laser différentes. Afin d’exposer les
cellules à une même gamme de fluences laser, la puissance maximale du faisceau gaussien doit
être plus élevée lors des irradiations courtes. Nous constatons que, pour un nombre de cel-
lules mortes comparables, le nombre de cellules autophagiques est plus important pour des
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(a) P=200mW ∆t=15min (b) P=50mW ∆t=60min

(c) P=50mW ∆t=15min

Figure 4.14 – Distribution des cellules presentant des symptômes d’autophagie. Les
cellules mortes (tous modes de mort) sont représentées en bleu (croix). Lorsque les cellules
mortes ont présenté des symptômes morphologiques d’autophagie (vacuoles) avant leur mort,
un triangle rouge est superposé à la croix bleue correspondante. Le cellules sont exposées à
différentes conditions d’irradiation : Figure (a) Puissance laser P=200mW, durée d’exposition
∆t=15min (Fluence F<1300Wh/cm2). Figure (b) P=50mW, ∆t=60min (F<1300Wh/cm2).
Figure (c) P=50mW, ∆t=15min (F<330Wh/cm2).

irradiations de 15 min à puissance laser élevée (Pmax=200mW), que des irradiations de 60min
à puissance laser faible (Pmax=50mW). Des expériences d’irradiation de 15 minutes avec une
puissance laser faible ont permis de confirmer que cette différence n’est pas due à la puissance
laser. Remarquons que la présence transitoire de vacuoles n’est observée que très rarement (<1%
des cellules, à comparer à la mort basale de 2% environ) chez des cellules non irradiées suivies
jusqu’à 48h.

Remarquons que le suivi des cellules post-irradiation est respectivement de 25, 60 et 48h
pour les graphes (a),(b),(c) de la figure 4.14. Dans les expériences de 25 et 38h, les cellules
apoptotiques qui ont atteint la phase de recroquevillement (mais dont la membrane n’a pas
encore éclaté) en fin de suivi sont représentées avec une date de mort coïncidant avec la fin du
suivi. Pour cette raison, il y a une accumulation de cellules en fin de suivi.

La tableau 4.3 regroupe le nombre et la fraction de cellules autophagiques pour différentes
durées d’exposition des cellules. Au vu du faible nombre total de cellules autophagiques, nous
nous sommes limités à compter la fraction de cellules autophagiques sur le nombre de cellules
mortes, sur l’intervalle de fluence [Fmin ;Fmax], avec Fmin=1 Wh/cm2 et Fmax=350 Wh/cm2.
Fmin a été choisi égal à 10 Wh/cm2 car il n’y a pas de cellules mortes (fraction de mort <3%,
soit la fraction de mort basale) pour des fluences inférieures. Fmax est la fluence maximale
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auxquelles sont exposées les cellules irradiées 10 minutes. Afin de ne pas fausser la comparaison
entre expériences aux durées d’exposition laser différentes, nous ne prenons pas en compte les
cellules exposées à des fluences plus élevées lors des irradiations longues. Remarquons enfin que
lors des irradiations longues (∆t=30 ou 60min), il n’y a aucune cellule présentant des symptômes
d’autophagie pour F> Fmax=350mWh/cm2.

∆t 10 15 30 60

fA(M)/tot(M) = 22/160 32/150 18/179 7/106
Autophagie(Mortes) / Total(Mortes) = 13.8% = 21.3% = 10% = 6.6%
fAu(V )/tot(Au) =l 5/27 2/34 1/19 1/8
Autophagie(Vivantes) / Total(Autophagie) = 18.5% = 5.9% = 5.2% =12.5%
Intervalle de fluence (75% des cellules) [16 : 330] [15 : 306] [45 : 250] [70 : 100]
Fluences en Wh/cm2

Table 4.3 – Table de caractérisation population de cellules autophagiques La frac-
tion fA(M)/tot(M) est le ratio entre le nombre de cellules mortes qui présentent des symptômes
d’autophagie et le nombre total de cellules mortes dans l’intervalle de fluence [1 Wh/cm2 ;350
Wh/cm2]. fAu(V )/tot(Au) correspond au ratio entre le nombre de cellules survivantes qui pré-
sentent des symptômes d’autophagie et le nombre total de cellules qui présentent des symptômes
d’autophagie. L’intervalle de fluence regroupe 75% des cellules autophagiques mortes.

Les fractions de cellules mortes qui présentent des symptômes d’autophagie sur le nombre
total de cellules mortes (fA(M)/tot(M)) entre ∆t=15min et ∆t=60min diffèrent de manière sta-
tistiquement significatives (p=0.0012). Les résultats suggèrent ainsi que la réponse cellulaire,
manifestée par la présence de vacuoles, n’est pas uniquement fonction de la fluence (et donc
de la quantité cumulée d’oxygène singulet générée dans la cellule), mais également de la durée
d’exposition : pour un même gamme de fluence, sur des durées d’irradiations courtes, le symp-
tômes d’autophagie sont plus fréquents. Le suivi d’un plus grand nombre de cellules irradiées
permettrait de conclure plus fermement.

Le faible nombre de cellules qui survivent suite à des symptômes autophagiques ne permet
pas de conclure sur un éventuel lien entre survie des cellules et temps d’irradiation. L’hypothèse
que l’autophagie est un mécanisme de défense de la cellule et qu’elle pourrait, pour des temps
d’irradiations courts, permettre aux cellules irradiées de survivre, mérite néanmoins d’être étu-
diée plus en détail.

Enfin, la figure 4.15 reprend la représentation de la réponse des cellules en fonction du taux
de production de 1O2 et la complète en ajoutant la zone de distribution des cellules autopha-
giques. Nous remarquons que cette zone est partiellement superposée avec la zone apoptotique
et la zone mixte (aucun mode de mort majoritaire). Lorsque les taux de production d’1O2 sont
suffisamment élevés pour induire une mort majoritairement (>80%) nécrotique, aucun symp-
tôme d’autophagie n’a été observé. On constate, pour les durée d’exposition ∆t=60min, une
restriction forte de l’intervalle de production de 1O2 pour lesquels les cellules présentent des
symptômes d’autophagie. Ainsi, pour les durées d’exposition longues, non seulement la frac-
tion de cellules présentant des symptômes autophagiques semble plus faible, mais les quelques
cellules concernées sont regroupés dans un intervalle plus restreint.

Pour des irradiations de durée ∆t=10 et 30min en présence de 3mM de BSA (désactivateur
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Figure 4.15 – Mode de mort en incluant autophagie. Modes de mort en fonction du taux
de production d’oxygène singulet (Γ) et de la durée d’exposition. La zone magenta contient
75% des cellules mortes qui ont présenté des symptômes morphologiques associés à l’autophagie
(vacuoles). Les ronds magenta sont la valeur médiane de Γ associé à cette population. Légende :
Type N = type nécrotique, Type A = type apoptotique.

extracellulaire d’1O2) nous mesurons des ratios comparable de symptômes d’autophagie que lors
des irradiations sans BSA. Par conséquent, les vacuoles et les différences de réponse cellulaire
(pour ∆t≤30min) sont attribuée à la génération intra-cellulaire de 1O2.

Ces résultats suggèrent ainsi que la réponse cellulaire est fonction de la quantité d’oxygène
singulet totale générée dans la cellule, mais également du temps d’exposition.

4.4 Conclusion et perspectives

4.4.1 Les modes de mort, déterminées à la fois par la concentration cumulée
d’1O2 et la durée d’exposition

La réponse des cellules à de l’oxygène singulet généré par photo-excitation directe du dioxy-
gène dépend des paramètres d’irradiation : l’intensité laser, qui définit un taux de production
d’oxygène singulet, et le temps d’irradiation. Nous avons mesuré la fraction de cellules mortes
sur une large gamme de paramètres d’irradiation et défini deux modes de mort à partir de
critères morphologiques et à l’aide de marqueurs fluorescents. Nous distinguons ainsi les cellules
mortes de type nécrotique et apoptotique. Plus la fraction de cellules mortes globale est élevé,
plus le ratio de cellules nécrotiques est important. Ce résultat est en accord avec les études in
vitro de PDT de S. Nagata et al. [287] et K. Plaetzer et al. [108]. Ces études ne se sont toutefois pas
intéressés à la réponse à une même dose (définie comme la fluence laser) pour des paramètres
d’irradiation (intensité et durée d’exposition) variables et n’ont pas suivi la cinétique de mort
des cellules.

Le suivi des cellules sur plusieurs jours a permis d’identifier une sous population de cellules
présentant des symptômes d’autophagie. Ces cellules sont présentes pour une gamme de taux
d’irradiation restreinte. Plus le temps d’exposition des cellules à 1O2 est long, plus la gamme
de taux de production d’1O2 dans laquelle nous observons des symptômes autophagiques est
réduite et plus le nombre de cellules autophagiques est faible. Les cellules sont ainsi sensibles à la
fois au temps d’irradiation et au taux de production d’1O2 : la concentration cumulée d’oxygène
singulet seule ne permet pas de prédire précisément la fraction totale de cellules mortes et le
ratio de chaque type de mort.
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4.4.2 Voies de signalisation et mort cellulaire

Dans ce chapitre nous n’avons caractérisé la mort qu’au moyen de critères morphologiques
et de marqueurs fluorescents. Dans le cas des symptômes autophagiques (vacuoles), la caracté-
risation a été exclusivement morphologique. Nous ne nous sommes pas intéressés aux voies de
signalisation associées à la mort cellulaire. Il serait pertinent de caractériser plus rigoureuse-
ment la population de cellules mortes, en identifiant quelles voies de signalisation correspondent
à quel mode de mort, et quelles voies rendent possible l’autophagie transitoire observée expéri-
mentalement.

La revue de L. Galluzzi et al. [296] propose une synthèse des différents acteurs de l’apoptose
et de la nécroptose (mort programmée présentant les symptômes morphologiques de la nécrose)
identifiés dans la littérature. L’apoptose est caractérisée notamment par la présence de caspases
(3 ou 8 notamment) et l’activation de la voie de signalisation Caspase8/BID. Les kinases RIPK1,
RIPK3 et MLKL sont quant à elles le plus souvent impliquées dans des processus de nécroptose.
La mesure de ces facteurs permettrait potentiellement de différentier les deux modes de mort.
De plus, les facteurs RIPK1 et RIPK3 participent, dans certaines conditions, à la régulation
des caspases, ce qui va dans le sens d’une inter-connexion forte des voies associées aux différents
modes de mort.

Dans ce sens, résultats de la littérature suggèrent une compétition entre les voies de si-
gnalisation associées aux mécanismes de réparation de la cellule (par exemple de maintien de
l’homéostasie redox dans le cas d’un stress oxydant), et les voies associées aux processus de
mort programmée, qui s’enclenchent suite à un stimulus de stress [296;304]. Dans leur revue, L.
Galluzzi et al. [296] proposent une synthèse des processus de mort cellulaire et des acteurs bio-
chimiques impliqués. Ils indiquent en outre que les résultats expérimentaux de la littérature
favorisent l’hypothèse d’une co-activation, suite à un stimulus de stress, de voies de signalisa-
tion qui s’opposent à la mort et favorisent l’adaptation de la cellule, et de voies de signalisation
qui déclenchent les processus de mort programmée. Ces voies s’inhibent mutuellement. En fonc-
tion du stimulus, soit la cellule retrouve son état initial soit le processus de mort atteint un
point de non-retour qui entraîne la mort de la cellule.

De nombreux modèles mathématiques ont été développés afin de décrire les voies de si-
gnalisation associées à la survie des cellules suite à un stress et aux différents modes de mort.
Notamment, L. Calzone et al. [304] ont identifié 25 acteurs qui déterminent le destin cellulaire et
modélisé leurs interactions (inhibition ou excitation). Ils proposent également un modèle plus
simplifié, dans lequel l’inhibition mutuelle de trois acteurs moléculaires suffit à déterminer la
mort cellulaire. Ces acteurs sont les caspases 3, associées à la mort par apoptose, les facteurs
anti-apoptotiques NFκb associés à la survie des cellules, et l’accroissement de la perméabilité
de la membrane mitochondriale (MPT) associée à la mort par nécrose.

Ainsi, il serait intéressant d’utiliser les modèles mathématiques établis, ou d’en élaborer
des nouveaux, afin d’explorer la possibilité de rendre compte de nos données expérimentales et
éventuellement d’identifier des facteurs moléculaires responsables des réponses observées.

4.4.3 Réponse cellulaire et dose d’oxygène singulet

Notre étude soulève également des questions associées à la réponse à une dose. Plusieurs
études in vivo [315–317] en photo-thérapie dynamique encouragent à penser que la délivrance de
la quantité de 1O2 de manière fractionnée, avec une première irradiation d’amplitude moindre
suivie d’une seconde irradiation apportant ∼90% de la concentration cumulée d’1O2 totale, pro-
voque une fraction de cellules mortes plus grande qu’une irradiation en une seule fois. Plusieurs
études [318–320] ont comparé la réponse de cellules in vitro traitées par PDT avec une source laser
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continue et pulsée, et observé pour une même fluence laser de la mort par nécrose avec la source
pulsée et par apoptose avec la source continue.

Nous n’avons étudié que la réponse des cellules à un stress initié par 1O2 pour une irradiation
continue à intensité laser constante. La génération d’1O2 par excitation directe du dioxygène
permet néanmoins une grande flexibilité de modulation du taux de production d’1O2. Il serait
intéressant d’étudier l’impact du fractionnement, et plus généralement de la modulation tempo-
relle du taux de production d’oxygène singulet (exposition des cellules à une rampe d’intensité
croissante par exemple), sur la fraction de cellules mortes et le mode de mort, et ainsi d’iden-
tifier le profil d’irradiation qui permet de tuer les cellules en minimisant la quantité d’oxygène
singulet nécessaire, et de mesurer la cinétique de mort et les modes de mort associés à ce profil.

4.4.4 Intérêt thérapeutique

Une mort par nécrose (accidentelle ou programmée) déverse les contenus du cytoplasme de
la cellule dans le milieu extra-cellulaire et provoque une réponse inflammatoire du système im-
munitaire. Celle-ci peut être à l’origine d’effets secondaires néfastes pour le patient. A l’inverse,
une cellule endommagée apoptotique est prise en charge par le système immunitaire. Garantir
une mort par apoptose peut donc présenter un intérêt thérapeutique. Au vu des résultats ex-
périmentaux, afin d’obtenir un ratio de cellules mortes de type apoptotiques >80% la fraction
totale de cellules mortes doit être inférieure à 0.8. La modulation du stimulus de stress oxy-
dant à travers le contrôle du profil temporel de l’intensité laser et/ou le fractionnement de la
dose, pourrait ainsi potentiellement permettre d’augmenter la fraction de cellules mortes tout
en favorisant la mort par apoptose.

Nous avons uniquement étudié le mode de mort de cellules cultivées en mono-couches. Suite à
l’identification en mono-couches des acteurs moléculaires principaux responsables des différents
modes de mort, il serait intéressant de mesurer l’activité de ces acteurs dans des sphéroïdes
irradiés afin de comparer la réponse des deux modèles cellulaires. Nous anticipons une différence
des modes de mort en mono-couches et sphéroïdes liée à la différence entre les cinétiques de
mort mesurées dans le chapitre 2. Nous avions en effet mis en évidence que la zone de mort en
sphéroïdes s’étend pendant 48h tandis qu’elle atteint en mono-couches plus de 95% de sa valeur
finale dès 24h après irradiation. I. Rizvi et al. [313] se sont intéressés dans des sphéroïdes au ratio
de cellules mortes par apoptose 24h après irradiation pour différentes fluences, et ont mesuré
une augmentation de la fraction globale de cellules mortes pendant 3 jours. Leur étude montre
que différentes combinaisons d’intensité (I), de temps d’irradiation (∆t) et de concentrations
de photo-agents ([PS]) donnent une fraction de cellules mortes différente à dose (I*∆t*[PS])
constante. Une corrélation entre la FCM et la concentration de caspases, et ainsi la fraction
de mort apoptotique, n’est que observée pour des FCM faibles. Cela suggère qu’en sphéroïdes
également, la mort n’est majoritairement de type apoptotique que lorsque la FCM globale est
faible. La revue de P. Mroz et al. [109] relève en outre que la déplétion en nutriments et en
dioxygène favorise la nécrose secondaire au dépend de l’aboutissement du processus d’apoptose.
Ainsi, à dose égale, le ratio de cellules nécrotiques au cœur des sphéroïdes devrait être plus
important qu’en surface.

Enfin, en l’absence de désactivateur extra-cellulaire d’1O2, la photo-production directe de
1O2 permettrait également d’étudier les modes de mort en présence d’ERO secondaires et la
synergie éventuelle entre les différentes ERO.
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Conclusions

Mon travail de thèse a cherché à préciser le lien entre la dose d’oxygène singulet (1O2)
générée par photo-production et la mort de cellules vivantes. Cette étude pose la question
de la définition de la dose, et des paramètres les plus appropriés pour caractériser la mort
cellulaire suite à un stress oxydant. Dans la littérature de la Photo-Thérapie dynamique (PDT),
le mode traditionnel de photo-production, plusieurs définitions de dose sont utilisées. La dose
est communément définie comme une fluence [27–31;108;287], c’est-à-dire la densité d’énergie par
unité de surface délivrée par le laser, ou comme le produit de la fluence avec la concentration
de photo-agents [313] (PS). Dans les études dites quantitatives, la dose est définie comme la
concentration cumulée d’1O2

[19;20;33–36] générée pendant l’irradiation. De ce corps d’études, il
se dégage que la concentration cumulée d’oxygène singulet est le paramètre le mieux corrélé avec
la mort des cellules. En effet, la fluence seule ne permet pas de rendre compte de la production
effective d’1O2

[18;33], affectée notamment par la déplétion en dioxygène dans les tissus, le photo-
blanchiment des PS pendant l’irradiation et les interactions PS-cellules. Elle reste néanmoins,
malgré ses limites, une métrique couramment utilisée pour caractériser un traitement PDT car
l’estimation de la production d’1O2 en PDT est complexe et requiert, pour être quantitative,
une détection directe d’1O2, par exemple par la détection de la luminescence émise par les
molécules d’1O2 à 1270nm.

La concentration cumulée létale est définie pour une Fraction de Cellules Mortes totale don-
née (généralement FCM=0.5). Elle dépend de la lignée cellulaire, du type et de la concentration
de photo-agents [36], et du mode de culture : in vitro en mono-couches [19] ou sphéroïdes [33;34],
ou in vivo [20;36]. Les concentrations mesurées sont de l’ordre de 0.1-1mM in vivo et 1-10mM in
vitro. La sensibilité plus grande des cellules in vivo au stress oxydant est attribuée à des effets
qui ne sont pas directement induits par 1O2 et qui amplifient ainsi en PDT l’effet du stress oxy-
dant in vivo [36]. Afin d’étudier la mort initiée par 1O2, nous avons généré de l’oxygène singulet
par photo-excitation directe du dioxygène à 1270nm. Cette méthode permet de s’affranchir des
photo-agents et ainsi d’estimer plus facilement le taux de production d’1O2 dans les cellules.
Pour des FCM de 0.5, nous retrouvons effectivement dans cette étude une concentration cu-
mulée [1O2]C proche des valeurs de la littérature de la PDT : in vitro dans des cellules MCF-7
cultivées en mono-couches [1O2]C=2 à 4mM, et évolue assez peu avec la durée d’exposition des
cellules au stress (∆t=5 à 60 min).

Afin de mieux caractériser la mort cellulaire en fonction de la concentration cumulée d’1O2,
nous avons généré dans des cellules une gamme de concentrations cumulées d’1O2 permettant
d’obtenir des fractions de cellules mortes allant de 0 à 1. Nous remarquons ainsi une dépendance
en ∆t de la concentration cumulée associée à une FCM donnée. A concentration cumulée égale,
la fraction de cellules mortes mesurée suite à une irradiation longue est inférieure à la FCM
mesurée suite à une irradiation courte. Cette dépendance de la mort cellulaire en ∆t est encore
plus prononcée lorsque l’on s’intéresse au mode de mort des cellules. Ainsi, la dose d’1O2 n’est
pas déterminée par la concentration cumulée d’1O2 seule, elle est fonction à la fois du taux de
production d’1O2 et de la durée d’irradiation.
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En fonction de la dose et, en PDT, des interactions PS-cellules [14;109], les cellules subissent
différents mode de mort. Nous avons caractérisé, au moyen de critères morphologiques et de
marqueurs fluorescents, deux modes de mort : une mort de type apoptotique et une mort de
type nécrotique. La cinétique de mort est associée à la fois au mode de mort et à la lignée cellu-
laire [310]. La mort de type apoptotique est, dans la littérature [296] comme dans nos expériences,
associée à des cinétiques plus longues et des stress moins intenses que la mort de type nécro-
tique. Nous observons en outre des vacuoles autophagiques chez une sous-population de cellules,
présentes dans une gamme de taux de production d’1O2 et de durées d’exposition restreintes.

L’hypothèse d’une compétition entre la mort apoptotique et nécrotique nous semble une piste
pertinente à explorer lors de travaux ultérieurs. De nombreuses études de la littérature, synthé-
tisées dans la revue de L. Galluzzi et al. [296] vont dans le sens de l’activation simultanée suite à
un stress des voies de signalisation cellulaire associées à la survie (mécanismes antioxydants et
de réparation) et aux différents processus de mort programmée. Ces voies sont en compétition,
c’est-à-dire que certains acteurs impliqués dans chaque voie inhibent ceux des autres. Plusieurs
modèles [304–308] de niveaux de complexité différents se sont intéressés à la compétition entre les
différents processus de mort pour expliquer la réponse cellulaire à un stress. Le groupe de E.
Barillot [304;305] notamment, a cherché à identifier les acteurs moléculaires principaux associés
à la mort nécrotique, la mort apoptotique et la survie des cellules. Afin de poursuivre nos tra-
vaux, il serait pertinent de mieux caractériser les deux modes de mort en identifiant les acteurs
moléculaires impliqués, le lien entre dose d’1O2 et leur activation, et les acteurs responsables
des symptômes d’autophagie.

Nous ne sommes pas les premiers à remarquer une dépendance, à dose égale, de la ré-
ponse des cellules en fonction du profil temporel d’intensité de la source d’irradiation. Plusieurs
études in vivo [315–317] en PDT mettent en évidence une fraction de cellules mortes plus im-
portante lorsque la quantité totale d’1O2 est administrée de manière fractionnée, par plusieurs
irradiations espacées d’un temps sans irradiation. La nature de la source laser, pulsée ou conti-
nue [318–320], affecte également le mode de mort des cellules, avec une augmentation de la mort
par nécrose avec une source pulsée. Ainsi, une perspective intéressante de ce travail de thèse
serait de moduler le profil temporel de l’intensité de la source laser à 1270nm, afin d’identifier
les paramètres d’irradiation qui maximisent la mort cellulaire et l’impact d’une telle modula-
tion sur le mode de mort. En PDT, le processus de photo-blanchiment des photo-agent est un
des éléments mis en avant pour expliquer l’efficacité d’une irradiation fractionnée [315–317], en
plus de la re-oxygénation des tissus. Le fractionnement de la dose par photo-excitation directe
du dioxygène pourrait ainsi permettre de déterminer si le fractionnement affecte effectivement
les processus de mort cellulaires pour une même dose de 1O2, ou s’il s’agit uniquement d’une
méthode pour optimiser le taux de production d’1O2 par les photo-agents.

De manière plus générale, la photo-production directe de 1O2 est un outil pertinent pour
étudier la réponse cellulaire à une dose quantifiée d’1O2. En PDT, les processus de photo-
blanchiment des PS [52] limitent la production d’1O2 pour de fortes intensités de lumière et lors
d’irradiations longues. La photo-production directe, en plus de permettre un estimation quan-
titative du taux de production d’1O2, permet ainsi d’explorer la réponse des cellules pour des
gammes de taux de production plus étendues, contraintes uniquement par la concentration en
dioxygène dans les cellules. En outre, en PDT, les PS, en fonction de leur nature, se fixent préfé-
rentiellement dans certains compartiments cellulaires [50;51;109] et affectent ainsi, à concentration
cumulée d’1O2 égale, le mode de mort des cellules [109]. La photo-production directe permet
de mieux contrôler spatialement le lieux de production de 1O2. Dans cette thèse, nous nous
sommes intéressés à des stress létaux, toutefois, le contrôle du taux et du lieux de production de
1O2 accordés par la photo-production directe a également permis d’étudier le rôle de 1O2 dans
d’autres fonctions cellulaires, telles la prolifération [65–67] et le contrôle du cycle cellulaire [68], ou
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la mesure des niveaux de ERO suite à la génération d’1O2 dans des compartiments cellulaires
spécifiques [59]. L’oxygène singulet est impliqué dans de nombreux processus biologiques [70], la
maîtrise de sa concentration offre ainsi des possibilités intéressantes [55] en vue de la compré-
hension des voies de signalisation rédox et de l’utilisation de 1O2 et du stress oxydant dans le
cadre de la recherche biomédicale et des thérapies.

L’estimation du taux de production d’1O2 est en particulier utile pour comparer la réponse
à une même quantité d’1O2 de mono-couches et de cellules cultivées en sphéroïdes. L’avantage
des mono-couches est de permettre d’évaluer facilement la dose d’1O2 générée, elles servent
ainsi d’expérience de contrôle et ont permis de vérifier que la dose létale en PDT et lors de
l’excitation directe de 1O2 à 1270nm est similaire. Les sphéroïdes sont quant à eux reconnus
comme des modèles plus pertinents que les mono-couches [122–124] pour rendre compte in vitro des
effets biologiques in vivo. L’organisation des sphéroïdes en agrégats tridimensionnels affecte le
métabolisme des cellules, notamment la concentration d’ATP, la consommation de glucose [143],
de dioxygène [139] et l’accès en nutriments et dioxygène des cellules en fonction de leur position
par rapport à la surface du sphéroïde. Tous ces facteurs ont une action sur le mode de mort :
par exemple une concentration élevée d’ATP favorise la mort par apoptose [107], tandis que la
déplétion en dioxygène et nutriments favorise la mort par nécrose [109]. Ainsi, la réponse à un
stress oxydant des sphéroïdes est potentiellement altérée par rapport à la réponse en mono-
couches. Remarquons en outre l’existence de variations fortes de ces facteurs entre sphéroïdes
de différentes lignées cellulaires [143], qui justifient d’étendre l’étude de la réponse du stress
oxydant à plusieurs lignées. Ces variations affectent également l’assimilation des PS par les
sphéroïdes [143] et donc la dose d’1O2 en PDT. Par conséquent, en s’affranchissant de la variabilité
induite par les photo-agents, l’excitation optique directe du dioxygène permettrait d’étudier la
variabilité [309;312] de réponse exclusivement liée aux différences génétiques inter ou intra-lignées,
ou au taux de protéines entre cellules génétiquement identiques.

Dans des sphéroïdes, nous avons quantifié la fraction globale de cellules mortes. Nous n’avons
pas mesuré de différence de réponse, suite à la génération d’une même quantité intra-cellulaire
d’1O2, entre les cellules de surface du sphéroïde et les cellules cultivées en mono-couches. Une
estimation plus précise de la concentration de dioxygène dans les sphéroïdes est néanmoins
nécessaire pour conclure sur la réponse des cellules au cœur des sphéroïdes. Une fois les acteurs
moléculaires principaux des voies de signalisation associées à chaque mode de mort identifiés en
mono-couches, il serait intéressant de quantifier l’expression de ces acteurs dans des sphéroïdes,
suite à un stress oxydant généré par 1O2, et de déterminer si nous retrouvons un effet comparable
de compétition entre les différents processus de mort. Au vu de la cinétique de mort plus
longue mesurée dans des sphéroïdes comparé aux cellules cultivées en mono-couches, nous nous
attendons à une différence de réponse entre les deux modèles.

Enfin, l’irradiation de sphéroïdes par génération optique directe a permis de mettre en
évidence un effet de l’1O2 produit dans le milieu extra-cellulaire et l’existence d’espèces réactives
de l’oxygène (ERO) secondaires, générées en quantités toxiques dans l’espace inter-cellules. Pour
un même taux de production d’1O2, lorsque les mono-couches et sphéroïdes sont irradiés dans
du milieu de culture, les ERO secondaires sont beaucoup plus toxiques dans les sphéroïdes. Les
expériences de PDT in vitro sur des sphéroïdes n’ont pas pu constater de tels effets car l’emploi
de PS exclusivement intra-cellulaires ne permet pas de générer des ERO secondaires extra-
cellulaires. Afin d’identifier ces ERO secondaires, j’ai mis en place une expérience d’irradiation
dans laquelle le faisceau laser est focalisé à l’extérieur de cellules cultivées en mono-couches.
Une série d’irradiations en présence de désactivateurs de différentes ERO et une expérience
ultérieure de génération d’1O2 dans une solution tampon phosphate sans cellules en présence de
dihydroethidium (HE) ont permis d’identifier O.−

2 comme produit de 1O2. HO. a également été
identifié comme acteur de la mort cellulaire et proposé comme produit de réaction de O.−

2 dans
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les cellules. A court terme, il serait intéressant d’identifier le mécanisme de génération de O.−
2 par

1O2 en reproduisant l’expérience de détection de O.−
2 en présence de HE dans de l’eau déionisée,

puis dans de l’eau déionisée complétée avec différents composants du PBS, jusqu’à détecter O.−
2 .

Enfin, les résultats expérimentaux suggèrent l’existence d’une seconde ERO secondaire, qui reste
à être identifiée.

Ainsi, l’excitation optique directe du dioxygène permet d’exploiter l’espace inter-cellules
comme source de 1O2 et de dommages aux cellules, et ainsi d’induire de la mort cellulaire à
longue portée du lieu de génération de 1O2. La reproduction de ces effets à longue portée in
vivo pourrait présenter un intérêt thérapeutique. Enfin, la génération dans du PBS de ERO
secondaires par 1O2 pose la question de la génération d’ERO secondaires dans d’autres solvants
et de l’utilisation de l’excitation directe du dioxygène comme source contrôlée de ERO, dans le
cadre, par exemple, de l’étude de la chimie des espèces réactives de l’oxygène.
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Annexe A

Culture et caractérisation des
cellules et des sphéroïdes

Cet annexe contient les protocoles de culture des cellules en mono-couche et des sphéroïdes,
la mesure des dimensions des cellules en mono-couches et de la géométrie des sphéroïdes, et la
caractérisation de la croissance des sphéroïdes. Les expériences d’irradiations de cellules ont été
effectuées exclusivement sur des cellules humaines cancéreuses du sein MCF-7 de type sauvage
(lignée ATCC-HTB-22).

A.1 Culture cellulaire

A.1.1 Culture cellulaire en mono-couches

La cellules MCF-7 sont cultivées en mono-couches selon des protocoles de culture standard.
Les cellules en suspension dans du milieu cellulaire sont déposées sur une surface adhérente,
y adhèrent et se divisent afin de former un tapis homogène d’une cellule d’épaisseur (mono-
couche). La fraction de la surface adhérente couverte par les cellules est qualifiée de "confluence",
les cellules sont passées en utilisant de la trypsine/EDTA (0.25%) lorsqu’elles atteignent une
confluence de 70-80%. Une boîte de culture T75 (surface de 75cm2) confluente à 80% contient
∼5 million de cellules. Les MCF-7 en mono-couche ont un cycle cellulaire d’environ 35 heures.

Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) contenant 4,5g/L de glucose et complété avec 10% de sérum de veau fétal (SVF),
1% de L-glutamine et 0.4% d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Tous ces composants
sont achetés chez Lonza. Le milieu de culture est remplacé tous les 2-3 jours. Les boites de
culture/flacons sont conservés dans un incubateur, qui régule la température (37 ◦C), la com-
position de l’air (5% de CO2) et l’humidité (100%) de l’atmosphère auxquelles sont exposées
les cellules.

Les expériences sont faites sur des cellules de passage P+5 à P+18, avec P le numéro de
passage de la lignée ATCC envoyée par le fournisseur. La comparaison d’expériences identiques
(irradiation de sphéroïdes et mesure de la mort cellulaire) effectuées à P+7 et P+16 ne révèle
aucune différence statistiquement significative.

A.1.2 Culture de sphéroïdes

En ensemençant des cellules MCF-7 dans des conditions où elles ne peuvent qu’adhérer entre
elles, les cellules vont s’agréger. Nous cherchons à obtenir des agrégats globalement sphériques,
et de limiter la variabilité entre deux ensemencements. Les cellules sont comptées (compteur
BioRad) et ensemencées dans des plaques 384 puits (100 µL]/puits) à fond en U non-adhérent
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(Corning CLS3830). Les puits en périphérie de la plaque (lignes A et P, colonnes 1 et 24) sont
remplis avec 100 µL de solution tampon (PBS) pour limiter l’évaporation du milieu dans les
puits contenant les sphéroïdes. Ces derniers sont remplis avec 25 µL de cellules. 75 µL de milieu
de culture sont ajoutés par puits le lendemain de l’ensemencement. Le milieu est remplacé
partiellement (50%, pour éviter d’aspirer le sphéroïde) tout les deux jours. 1000 cellules MCF-7
produisent un sphéroïde d’environ 200 µm de diamètre 3 jours après ensemencement.

A.2 Caractérisation des cellules en mono-couches
A.2.0.1 Volume des cellules MCF-7

Le diamètre des cellules MCF-7 individuelles en suspension est mesuré à l’aide d’un comp-
teur BioRAD, qui calcule automatiquement un histogramme des diamètres des cellules. La
distribution des diamètres se répartit en deux populations, la première (>90% des cellules) dé-
crit les cellules qui ne sont pas en phase de division, et a un diamètre de 14.2 +/- 1 µm. Une
population minoritaire de cellules a entamé sa phase de division, et a un diamètre plus grand.
En faisant l’hypothèse que les cellules en suspension ont une forme sphérique, le volume moyen
d’une cellule est donc de V=1500 µm3.

A.2.0.2 Géométrie des cellules MCF-7 cultivées en mono-couches

Afin d’obtenir l’aire A moyenne des cellules, le périmètre de chaque cellule est approximé à la
main par un hexagone. Les cellules proviennent de 4 champs, tirés de 4 expériences d’irradiation
différentes. Le champs caméra correspondant aux coordonnées "laser" a été zoomé jusqu’à avoir
∼ 25 cellules par champs à caractériser. L’aire A et la longueur des petits et grands axes l et L
d’une centaine de cellules ont été mesurés avec le logiciel de traitement d’image ImageJ.

La longueur L et la largeur l des cellules sont comprises entre 10 et 50 µm (histogramme
figure A.1a). Nous obtenons une distribution des ratios d’aspect L/l : 50% des cellules ont L/l
< 1.5, 75% L/l < 2 et 95% L/l < 2.5 (figure A.1b). Le diamètre médian,

√
L× l déduit vaut

D= 30 +/- 6.3 µm. En faisant l’hypothèse que le volume V=1500 µm3 des cellules en suspension
est conservé lorsqu’elles forment une mono-couche, une hauteur médiane de H= 5.2 +/- 2.2 µm
est estimée en assimilant la cellule à une demi-sphère de diamètre D.
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(a) (b)

Figure A.1 – Géométrie et modèle de cellules MCF-7. (a) Histogramme normalisé de la dis-
tribution des dimensions (longueur L et largueur l) d’une population de n=100 cellules. (b)
Histogramme normalisé de la distribution des ratio L/l.

A.3 Croissance et caractérisation des sphéroïdes

Nous souhaitons mesurer l’évolution du nombre de cellules composant les sphéroïdes. En
mono-couches, on s’attend à ce que la population de cellules (pour MCF7-wt) double toute les
35h environ. En sphéroïdes, seules les cellules en surface se divisent, donc le nombre de cellules
augmente beaucoup plus lentement.

La croissance des sphéroïdes est caractérisée par deux mesures (figure A.2) : l’évolution du
diamètre des sphéroïdes, mesuré sur des images de phase prises au microscope, et l’évolution du
nombre de cellules (vivantes) mesuré avec le test CellTiter Glo (Promega). CellTiter Glo lyse
les cellules et donne un signal luminescent proportionnel à la quantité d’ATP (adénosine tri-
phosphate) présente dans les cellules vivantes. Ce test dissocie donc entièrement les sphéroïdes,
ce qui permet de s’affranchir des contraintes de diffusion dans des sphéroïdes de marqueurs de
viabilité non lytiques.

A.3.1 Protocole

Les cellules sont ensemencées à partir des mêmes solutions stock de cellules en suspension afin
de limiter l’erreur sur le nombre de cellules ensemencées. Le nombre de cellules dans la solution
stock est compté avec un compteur de cellules. Les sphéroïdes ne sont pas assez compacts pour
être transférés sans risquer de les briser avant 4 jours après ensemencement, ils doivent donc
être cultivés dans les plaques utilisées pour mesurer le signal de luminescence émis par CellTiter
Glo. Afin de comparer les signaux mesurés en mono-couches et sphéroïdes, les mono-couches
doivent également être cultivés dans ces mêmes plaques.

Les plaques 384 puits à fond non-adhérent ne permettent pas la culture de mono-couches.
Des plaques 96 puits a fond adhérent plat sont donc utilisées. Les puits sont revêtis de 50 µL
d’agar agar 1.5% adapté à la culture cellulaire (Sigma), afin de créer une surface non-adhérente
propice à la formation de sphéroïdes. Les puits dans lesquels les cellules se sont agrégés en un
sphéroïde unique (environ 70% contre >95% dans une plaque 384 puits à fond non adhérent)
sont retenus pour mesurer la viabilité cellulaire. L’agar agar a la même densité que l’eau et ne
perturbe pas les mesures de luminescence (vérifié en expérience contrôle).
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Remarque : un puits sur deux est ensemencé avec des cellules, c’est-à-dire que chaque puits
contenant des cellules est entouré de puits vides. Ceci est nécessaire pour éviter une contami-
nation de l’intensité de luminescence dans un puits par celle de puits adjacents. Les plaques
utilisées sont de couleur noire pour les même raisons.

Les sphéroïdes sont trop petits pour présenter un cœur nécrotique. L’absence de cœur nécro-
tique est vérifiée avec le fluorophore CellTox Green (marqueur de mort) : absence de marquage
de cellules mortes au centre du sphéroïde pour des sphéroïdes de diamètre D <450 µm, présence
de marquage pour sphéroïdes de 600 µm de diamètre).

A.3.2 ATP en mono-couches et sphéroïdes

L’adénosine triphosphate (ATP) est la principale source d’énergie des cellules. En mono-
couches, chaque cellule vivante a a priori une concentration d’ATP similaire. Au vu des gradients
spatiaux en dioxygène et de nutriments dans le sphéroïde, il se peut que les cellules au cœur
des sphéroïdes aient une concentration d’ATP plus faible que les cellules en surface. Afin de
comparer l’intensité de signal (et donc la concentration d’ATP moyenne) dans un sphéroïde et
des mono-couches constituées du même nombre de cellules, les sphéroïdes sont ensemencés la
veille, et les mono-couches 7h avant la mesure. Ainsi, les mono-couches n’ont pas vécu un cycle
de division et les sphéroïdes ont acquis un minimum de compacité.

La figure A.2a montre que l’intensité de luminescence du signal émis par CellTiter Glo est
bien proportionnelle au nombre de cellules ensemencées (l’intensité double lorsque le nombre
de cellules double), en mono-couches et en sphéroïdes. L’intensité émise par les sphéroïdes est
deux fois plus faible qu’en mono-couches. Ce résultat va dans le sens d’un gradient d’ATP dans
les sphéroïdes.

A.3.3 Diamètre et nombre de cellules

Le diamètre des sphéroïdes devrait doubler lorsque le nombre de cellules est multiplié par
8. Nous obtenons après ensemencement (figure A.2a) un diamètre d’environ 150 µm pour les
sphéroïdes ensemencés avec 500 cellules, et 350 µm pour des sphéroïdes ensemencés avec 4000,
comparé au facteur 2 attendu. Il se peut donc que la densité des sphéroïdes 30h après irradiation
dépende du nombre de cellules. La figure A.2b illustre l’évolution du diamètre des sphéroïdes
dans le temps. Le facteur 2 attendu est retrouvé dans des sphéroïdes à partir de 3 jours après
l’irradiation, ce qui est cohérent avec l’hypothèse d’une densité différente pendant la phase
d’agrégation.

A.3.4 Étapes de croissance des sphéroïdes.

Les agrégats de cellules acquièrent une forme de sphéroïde dès 7h après ensemencement,
le diamètre de ces jeunes sphéroïdes diminue pendant la période d’agrégation (environ 72h)
(figure A.2a). La diamètre des sphéroïdes augmente ensuite lentement : seules les cellules en
surface se divisent (figure A.2b). Des sphéroïdes de 6 à 13 jours d’age sont utilisés pour les
expériences.

Nous avons suivi sur 7 jours l’évolution du nombre de cellules en mono-couches et dans un
sphéroïde, en ensemençant 250 cellules au jour 0 (résultats figure A.2c. Les cellules cultivées
en mono-couches forment un tapis confluent dans les plaques 96 puits au bout de 5 jours (la
mesure prise 7 jours après ensemencement reflète donc une confluence excessive des cellules),
nous n’avons donc pas comparé l’évolution en mono-couches et sphéroïdes pour un nombre plus
grand de cellules. Pendant les 4 premiers jours après ensemencement, le nombre de cellules en
mono-couches double à la vitesse attendue (∼ 35h). En sphéroïdes, l’évolution du signal est
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beaucoup plus lente. Le signal double entre 7h et 4 jour après ensemencement et n’augmente
plus de manière significative entre le 4e et le 7e jours.

L’évolution du nombre de cellules d’un sphéroïde dépend du nombre de cellules ensemen-
cées. Plus le diamètre des sphéroïdes est important, plus la fraction de cellules en surface des
sphéroïdes, seules à se diviser, est faible. La figure A.2d montre que, proportionnellement, le
nombre de cellules vivantes des sphéroïdes plus grands (2000 cellules ∼ 250 µm) évolue peu dans
les 72h après irradiation par rapport aux sphéroïdes plus petits. On peut donc considérer, pour
les sphéroïdes ensemencées avec 2000 cellules et plus, que le nombre de cellules n’évolue pas
(<10%) en 72h. Les expériences d’irradiation à 1270nm sont effectuées sur des sphéroïdes d’au
moins 500 cellules lors de l’ensemencement.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure A.2 – Calibration de la croissance des sphéroïdes. Figure (a) Comparaison du
signal CellTiter Glo (viabilité) sur des cellules cultivées en mono-couches (7h après ensemence-
ment) et des sphéroïdes (30h après ensemencement). Le signal est proportionnel au nombre de
cellules mais moitié moins intense pour des sphéroïdes. Figure (b) Évolution sur 9 jours du
diamètre D de sphéroïdes en fonction du nombre de cellules ensemencées par sphéroïde (n=30
sphéroïdes pour chaque condition d’ensemencement). Après une première période d’agrégation
(J0-J3), le diamètre des sphéroïdes augmente légèrement avec le temps. Figure (c) Intensité
du signal luminescent (CellTiter Glo) sur 7 jours de mono-couches et sphéroïdes mesurés 7h,
2j, 4j et 7j après ensemencement de 250 cellules (n=14 mono-couches/sphéroïdes par point de
mesure). * : au jour 7, les cellules en mono-couches forment un tapis confluent. Le nombre de cel-
lules évolue beaucoup plus lentement en sphéroïdes qu’en mono-couches. Figure (d) Intensité
du signal luminescent (CellTiter Glo) 7h et 72h après ensemencement de sphéroïdes (n=14 par
point de mesure) : plus le nombre de cellules est élevé, moins la proportion de cellules se divisant
sur 72h est importante. Barres d’erreur (toutes figures) : écarts types à la moyenne. L’erreur est
due au nombre de cellules ensemencées réellement par rapport au nombre théiorique, et décroît
proportionnellement plus le nombre de cellules ensemencées est élevé.
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A.3.5 CellTiter Glo et viabilité des sphéroïdes après irradiation laser

Afin de mesurer l’impact de la génération de 1O2 sur la viabilité les sphéroïdes, l’intensité
Glo est comparée au signal moyen mesuré pour une population contrôle de sphéroïdes de même
diamètre, ensemencés le même jour que le sphéroïde irradié, afin d’obtenir une fraction de
cellules vivantes. Cette population contrôle a subi les mêmes transferts (de la plaque 384 puits
de culture, à la boite de culture dans laquelle les sphéroïdes sont irradiés, à la plaque 96 puits
dans laquelle CellTiter Glo est ajouté au sphéroïde pour mesurer l’intensité dans un lecteur de
plaque), et les mêmes conditions atmosphériques/de température que les sphéroïdes irradiés.

Afin d’évaluer la mort dite "basale" liée aux conditions expérimentales, nous comparons le
ratio de signal CellTiter Glo entre des sphéroïdes conservés dans l’incubateur et jamais trans-
férés (conditions optimales), et des sphéroïdes qui serviront de contrôles par comparaison aux
sphéroïdes irradiés. La fraction de cellules vivantes mesurée est 93 +/-7% par rapport aux cel-
lules vivantes dans les sphéroïdes jamais sortis de l’incubateur. Sachant que la variabilité du
nombre de cellules lors de l’ensemencement est de 10% (pour 2000-8000 cellules ensemencées),
on peut considérer que le protocole expérimental (hors irradiation 1270nm) n’endommage pas
les sphéroïdes.

A.3.6 Géométrie des sphéroïdes

Nous souhaitons évaluer s’il est pertinent d’assimiler les sphéroïdes à des agrégats sphé-
riques, notamment pour simuler la propagation de la lumière et la diffusion d’espèces dans les
sphéroïdes. Les sphéroïdes seront finalement considérés des ellipsoïde symétriques, de diamètre
D et d’épaisseur z=0.6×D. Nous souhaitons également estimer le volume occupé dans les cellules
dans des sphéroïdes.

A.3.6.1 Modèle géométrique des sphéroïdes

Les images des sphéroïdes en vue de dessus et en vue latérale, comme illustré figure A.3,
nous donnent les dimensions de largeur L, longueur l, diamètre D et épaisseur z des sphéroïdes.
Il s’agit premièrement de confirmer qu’il est raisonnable de parler de diamètre D=

√
(L × l)

des sphéroïdes, c’est-à-dire que les sphéroïdes, en vue de dessus, présentent un bon indice de
circularité. Nous avons utilisé le plugin ImageJ développé par Ivanov et al. [321] pour calculer
l’aire et la circularité C d’une population de n=120 sphéroïdes (7 jours après ensemencement)
à partir de leur images en contraste de phase (500, 1000, 4000 & 8000 cellules ensemencées ;
diamètre D=150-400 µm). L’indice de circularité C obtenu est C = 0.75 +/-0.06. Les sphéroïdes
utilisés pour les expériences d’irradiation, sélectionnés pour leur aspect, ont une circularité
C=0.81 +/-0.02. Cette valeur est suffisamment élevée pour parler de diamètre D.

Il n’est pas évident de faire pivoter les sphéroïdes afin d’obtenir une vue latérale. Nous ne
pouvons donc pas mesurer z directement pour tous les sphéroïdes. Nous souhaitons donc obtenir
un ratio moyen D/z afin de déduire à partir de D une valeur approchée de z. La distribution de
l’épaisseur des sphéroïdes en fonction de leur diamètre est présentée figure A.3c. Nous pouvons
assimiler les sphéroïdes à des ellipsoïdes symétriques (équation (A.1)) de diamètre D avec une
épaisseur z=0.6 D.

x2 + y2

R2 + z2

z2
s

= 1 (A.1)

Contrairement au diamètre et à la circularité des sphéroïdes, leur ratio d’aspect D/z ne fait
pas partie des mesures effectuées de manière standard dans la littérature. Il est donc difficile
de dire si le facteur 0.6 trouvé est lié à notre méthode de culture des sphéroïdes, aux cellules
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(a) (b)

(c) (d)

Figure A.3 – Géométrie des sphéroïdes. Figures (a,b) Longueur L, largeur l, et épaisseur
z d’un sphéroïde vu (a) de face et (b) de côté. Diamètre D=

√
(L×l). Figure (c) Histogramme

des ratios entre l’épaisseur z et le diamètre D des sphéroïdes, z/D = 0.60 +/- 0.12 pour n=24.
Nous pouvons ainsi assimiler les sphéroïdes à des ellipsoïdes symétriques de diamètre D avec une
épaisseur z=0.6×D. Figure (d) Dépendance du ratio z/D en fonction de D : aucune correlation
observée.

MCF-7 en particulier, ou si, biologiquement, il est naturel de trouver une telle asymétrie. Do-
lega et al. [322] ont étudié l’effet de forces de pression sur les sphéroïdes et ont identifié un stress
mécanique accru au cœur du sphéroïde. Il se peut donc que le sphéroïde s’organise préférentielle-
ment de manière allongée (plutôt que de former une sphère) à cause de contraintes mécaniques.
L’élongation permet également de limiter la fraction de cellules à plus de >250 µm de la surface,
c’est-à-dire les cellules qui constituent le cœur nécrotique du sphéroïde.

A.3.6.2 Densité cellulaire des sphéroïdes

La mesure de la luminescence CellTiter Glo permet de suivre l’évolution du nombre de
cellules dans un sphéroïde. Nous avons précédemment mesuré le volume d’une cellule MCF-7
(Vcell=1500 µm) et estimé la géométrie des sphéroïdes. A partir de ces mesures, nous pouvons
comparer le volume occupé par les n cellules constituant un sphéroïde donné (Vn=nVcell), et le
volume du sphéroïde : V =4π

3 r
2×a, avec r le rayon et a la demi-épaisseur du sphéroïde assimilé

à un ellipsoïde symétrique. Vn/V donne la densité cellulaire du sphéroïde.

Les sphéroïdes ensemencés avec 2000 cellules ont un diamètre d’environ D=250 µm après
72h (fin de la phase d’agrégation du sphéroïde). Le nombre de cellules n’a pas évolué de ma-
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nière significative sur les 3 jours (voir précédemment, figure A.2d). La densité est de 0.6. Par
conséquent, l’espace inter-cellules représente près de 40% du volume total des sphéroïde.

La densité des sphéroïdes sert à estimer la consommation en dioxygène des cellules : 60
amol/cellule/s (2 fois plus que des cellules en mono-couches), soit 40 µm/s pour un sphéroïde de
densité 1. Les simulations de consommation de dioxygène seront donc faites pour une consom-
mation de 25 µm/s.

La densité des sphéroïdes est également un argument pour l’estimation du coefficient de
diffusion de O2 (et les autres ERO) dans les sphéroïdes : le coefficient de diffusion de O2 dans
de l’eau pure est de DO2=2×10−5cm2s−1, et dans les cellules de DO2=2-4 10−6cm2s−1. Le
coefficient moyen de diffusion du dioxygène dans un sphéroïde est donc probablement une valeur
intermédiaire.
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Annexe B

Laser : caractérisation du faisceau

Cette annexe présente les mesures du waist du faisceau laser pour différentes largeurs de
faisceau. La source laser 1270nm utilisée pour la génération d’oxygène singulet est un laser
Raman à fibre [5] avec une pompe accordable achetée chez Lea Photonics (ML10-CW-R-OEM-
TUNE-180). Le faisceau produit est à profil gaussien.

Le profil d’intensité d’un faisceau gaussien est défini en coordonnées cylindriques (r,z), centré
sur l’axe du laser (r=0), par les équations suivantes :

I(r, z) = 2 P

π ω(z)2 exp−2 r2

ω(z)2

ω(z) = ω0

√
1 + (z/zR)2

zR = π
ω2

0
λ

Avec I (W/cm2) l’intensité laser, P (W) la puissance, et ω (µm) le rayon du faisceau à 1/e2

(waist). ω0 est le rayon du faisceau à z=0. La longueur de Rayleigh, zR (m) détermine l’écarte-
ment du faisceau en fonction de la longueur d’onde λ=1270nm.

Les propriétés du faisceau laser sont caractérisées par le choix de la puissance laser, et du
rayon ω0 (déterminé par le montage optique et l’objectif de microscope utilisé). La puissance
laser est mesurée à l’aide d’une tête de puissance IR (Newport). La mesure de la position et
du rayon du faisceau, nécessaire pour évaluer l’intensité laser et donc le taux de production
d’oxygène singulet, peut être effectuée de plusieurs façons.

B.1 Mesure expérimentale du rayon du faisceau laser

B.1.1 Méthode

Le rayon des faisceaux dépend du choix de l’objectif du microscope : Liste des objectifs
utilisés.

— Nikon 20X, S Plan Fluor ELWD 20X/0.45 WD 8.2-6.9. Irradiation de mono-couches et
sphéroïdes.

— Nikon 60X, Plan APO 60X/1.40 OFN25 (immersion à huile). Irradiation focalisée hors
des cellules.

B.1.1.1 Position du faisceau

Avant de mesurer le rayon du faisceau laser, il s’agit de le positionner l’axe du faisceau, et
de localiser le plan de focalisation du faisceau par rapport au plan imagé par la caméra. Cette
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dernière étape est critique lors de la génération extra-cellulaire de 1O2, où l’on souhaite placer
le laser précisément 10 µm au dessus de l’interface verre/liquide de la boite de culture.

L’axe du faisceau peut être localisé en utilisant le signal réfléchi du laser à l’interface
verre/liquide ou plastique/liquide d’une boite de culture (méthode la plus simple). La réflexion
permet de déterminer également si le laser est bien aligné (perpendiculaire avec l’interface).
Une second méthode consiste à utiliser des billes en polystyrène fluorescentes de 1 à 10 µm de
diamètre (des billes plus grandes sont adaptés aux faisceaux laser plus larges). Le faisceau à
1270nm génère de la chaleur, et donc un phénomène de convection localisé. Un laser fortement
focalisé (de diamètre de l’ordre du micron) a des propriétés de pince optique. Le signal de fluo-
rescence d’une bille ’capturée’ par le laser focalisé est maximal si le plan de focalisation du laser
et le plan caméra coïncident.

B.1.1.2 Mesure du rayon et de la divergence du faisceau

Pour les faisceaux laser de rayon >15µm, le rayon est mesuré en plaçant une caméra face au
faisceau laser. La précision de mesure est limitée par la taille d’un pixel de la caméra (Pixelink, 1
pixel = 3 µm). Des images sont prises à intervalles réguliers en déplaçant verticalement l’objectif
du microscope avec un pas z < 10×zR. Elles permettent d’évaluer la divergence du faisceau en
désalignant l’objectif par rapport au reste du montage optique. Une seconde série d’images est
prise avec l’objectif du microscope dans une position fixe en déplaçant verticalement la caméra.
Il permet d’imager la divergence du faisceau dans les conditions d’irradiation. La précision
de déplacement de la caméra, fixée sur une plate-forme, est moins élevée que la précision de
déplacement d’un objectif de microscope et justifie l’intérêt de la première série d’images.

Pour des faisceaux laser focalisés à la limite de la diffraction de la lumière, le rayon est
plus petit que les pixels des capteurs des caméras disponibles. Le signal réfléchi à l’interface
verre/milieu sert à mesurer le rayon du faisceau. Le signal réfléchi traverse l’objectif du micro-
scope avant d’atteindre le capteur de la caméra. La taille des pixels de la caméra est définie
par le grossissement de l’objectif : 1 pixel=0.11 µm avec l’objectif 60X ON=1.4 et la caméra
Hamamatsu C11440-22CU associée (1 pixel = 6.5 µm sans grossissement). Pour des faisceaux
plus larges, le signal réfléchi est déformé [325] de manière importante, et la mesure de son rayon
n’est pas précise.

La valeur du rayon ω est obtenue en traçant le profil d’intensité du laser sur chaque image
(plusieurs profils mesurés pour évaluer la symétrie du faisceau, puis moyennés). La meilleure
courbe d’ajustement est tracée avec un logiciel mathématique (MATLAB).

B.1.2 Résultats

Le profil du faisceau est sa divergence est mesuré pour des faisceau focalisés collimatés avec
l’objectif 20X (utilisé pour générer de l’oxygène singulet dans des sphéroïdes ou des populations
de mono-couches), et l’objectif 60X (utilisé pour générer de l’oxygène singulet à l’extérieur des
cellules et mettre en évidence l’existence de dommages indirects).

Il résulte des mesures présentées figure B.1 que les sphéroïdes sont irradiés avec un laser à
profil gaussien de rayon ω0=39.5µm, dont la divergence est suffisamment faible pour considérer
ω constant sur l’épaisseur du sphéroïde (<0.5mm). Les mono-couches de cellules irradiées avec
le même objectif sont irradiées dans un incubateur et donc ne sont pas irradiées dans le même
plan. Le rayon du laser mesuré est ω0 = 43µm. L’intensité maximale est donc 80% de l’intensité
d’irradiation des sphéroïdes. Dans le texte des chapitres 1-4, nous écrivons que le rayon vaut
ω=40µm, mais les valeurs exactes des rayons sont utilisés pour estimer l’intensité laser I et les
taux de production d’oxygène singulet.
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(a) (b)

Figure B.1 – Caractérisation du faisceau laser. Figure (a) Profil d’intensité du faisceau
laser en fonction de la distance r à l’axe du laser. Profil expérimental associée à un objectif
de microscope 20X, dans la position associée à l’irradiation des sphéroïdes. Extrapolation du
profil expérimental par un profil gaussien de rayon à 1/e2 ω0=39.5µm +/- 1.5 µm. Figure (b)
Profil de divergence du faisceau ω(z) expérimental et théorique. Objectif 20X dans la position
associée à l’irradiation de mono-couches. ω0 = 43µm +/- 1.5 µm. Les profils expérimentaux et
théoriques coïncident sur une épaisseur de 500 µm (barre bleue), soit l’épaisseur maximale des
sphéroïdes irradiés.

Les images du faisceau réfléchi à l’interface verre/liquide (liquide = tampon phosphate salin)
donnent le rayon du laser avec un objectif 60X a immersion (figure B.2a). Le profil du faisceau
correspond à un profil gaussien de rayon ω0=0.64 +/- 0.15 µm.
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(a) (b)

Figure B.2 –Caractérisation du faisceau laser focalisé avec un objectif de microscope
60X à immersion. Figure (a) Profil expérimental du faisceau laser au point de focalisation
(z=z0), comparé à un profil de faisceau gaussien de rayon ω=0.64 µm. Figure (b) Profils
expérimentaux et théoriques de l’intensité I0 maximale (normalisée) en fonction de z pour un
faisceau de rayon ω0=0.64 µm. On constate une bonne adéquation des deux courbes.
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Annexe C

Simulations numériques de
concentration d’espèces : dioxygène,
ERO et ERO en présence de
désactivateurs.

Cet annexe présente les équations associées à la réaction, production et diffusion des espèces
chimiques et courbes de concentration spatiales obtenues par simulation avec le logiciel Comsol
Multiphysics v5.3 [323]. Les équations associés à la diffusion d’espèces et aux réactions chimiques
sont intégrés à la physique "transport d’espèces diluées" du logiciel.

C.1 Vérification de l’outil de simulation
Deux simulations numériques avec des solutions analytiques connues ont été effectuées pour

vérifier les résultats des simulations et valider l’utilisation de l’outil de simulation.

C.1.1 Vérification 1 : simulation sans diffusion des espèces

Une vérification de l’outil de modélisation a été faite en simulant sans terme de diffusion
(D=0), et sans terme de réaction dans le PBS (Kox=0) la concentration de 1O2 pendant une
irradiation avec un laser focalisé (équation (C.1)).

d[1O2]
dt

= DO2∇2[1O2]−K[1O2]−Kox[1O2] + γ[3O2] (C.1)

La concentration en dioxygène [3O2] est considérée constante à 0.25mM. Ainsi la production
d’oxygène singulet par le laser γ[3O2]= Γ. Les équations associées à Γ sont rappelées annexe C.2.
K= ln(2)

τ1/2
avec τ1/2 la demi-vie de 1O2 dans de l’eau pure.

A l’état stationnaire (atteint en moins de 10ms), [1O2]=
Γτ1/2
ln(2) , avec un taux de production

Γ défini par l’équation (C.3). Nous voyons figure C.1 que la simulation donne un résultat très
proche du calcul analytique. L’écart entre la simulation et la valeur analytique dépasse les 2%
lorsque la concentration en dioxygène [1O2]<10−15 M (les concentrations sont toxiques pour
[1O2]>10−9 M). Pour les valeurs de concentration très faibles des erreurs d’arrondi sont à
l’origine de la différence entre les valeurs obtenues par simulation et le calcul analytique.
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Figure C.1 – Comparaison de la valeur de concentration d’oxygène singulet, [1O2], à l’état
stationnaire, en fonction de la distance r au laser, obtenue par calcul analytique et par simulation
numérique, en absence de diffusion de 1O2. Valeur dans le plan z=0 (laser focalisé dans le plan
z=10 µm). Les courbes analytiques et de simulation sont confondues pour [1O2]>10−15 M. Pour
des concentrations inférieures, une erreur apparaît dans les simulations.

C.1.2 Vérification 2 : diffusion à partir d’une source ponctuelle

Modélisation d’un problème de diffusion soluble analytiquement : une quantité M de moles
contenue dans un point est déposée à t=0 dans un volume et commence à diffuser en 3D avec
un coefficient de diffusion D.
Solution analytique (en coordonnées cylindriques) [324] équation (C.2).

C(r, z, t) = M

(4πtD)3/2 exp(−
r2 + z2

4Dt ) (C.2)

Modélisation du "point" : cylindre R=2.5nm et h=5nm contenant une concentration initiale c
à t=0. M=cV avec V=5π×2.52 nm3.
La simulation (figure C.2) donne les mêmes valeurs de concentration que le calcul analytique.

Figure C.2 – Comparaison de la concentration d’espèces obtenues par calcul analytique
(courbes ’A’) et simulation Comsol (courbes ’C’) dans le cas d’une source ponctuelle.
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C.2 Déplétion en dioxygène lors de photo-production par exci-
tation optique directe de 1O2

Cette section détaille l’estimation par simulation numérique du profil de concentration en
dioxygène dans des sphéroïdes et des mono-couches pendant l’irradiation laser (Chapitre 2).
Nous estimons dans un second temps la déplétion en dioxygène pour des irradiations extra-
cellulaires (Chapitre 3).

Rappelons la production Γ de 1O2 par photo-excitation directe du dioxygène à 1270nm en
fonction des paramètres laser (équation (C.3)), dans un repère de coordonnées cylindriques
centré sur l’axe du faisceau laser (r=0).

Γ(mol/L/s) = σ

hν
[3O2]I (C.3)

I(r, z)(W/cm2) = 2 P
πω2 ( ω0

ω(z))2exp(−2r2

ω(z)2 ) (C.4)

ω(z) = ω0

√
1 + (z − zlaser

zR
)2 (C.5)

zR(mm) = πω2

λ
(C.6)

(C.7)

Γ dépend de l’intensité I (équation (C.4)), de la concentration en dioxygène [3O2], et de la
section efficace σ = 10−23 cm2 associées à la transition 3O2 → 1O2 à λ=1270nm. hν = 10−19J
correspond à l’énergie d’un photon à 1270nm. Enfin, l’intensité I(r,z) du laser dépend de la
puissance laser P, et du rayon à 1/e2 (ω(z)) du faisceau laser gaussien (équation (C.5)). Elle est
également affectée par les propriétés d’absorption et de diffusion des sphéroïdes. L’impact des
propriétés optiques des sphéroïdes sur la distribution d’intensité dans les sphéroïdes est simulé
numériquement dans la section Protocoles et Méthodes du chapitre 2.

La photo-production d’oxygène singulet consomme également du dioxygène. L’évolution des
concentrations de dioxygène 3O2 et de l’oxygène singulet 1O2 sont décrite par les équations (C.8)
et (C.9).

d[3O2]
dt

= DO2∇2[3O2]− qc − γ[3O2] +K[1O2] (C.8)

d[1O2]
dt

= DO2∇2[1O2]−K[1O2]−Kox[1O2] + γ[3O2] (C.9)

Les concentrations en dioxygène et oxygène singulet sont des fonction du taux de production
d’oxygène singulet par le laser, du coefficient de diffusion DO2 du dioxygène, de la consommation
de dioxygène des cellules qc (en mol/L/s), du taux de production d’oxygène singulet par le
laser, γ[3O2] (en M/s−1), avec γ= σ

hν I(r, z), et enfin des coefficients de réaction K et Kox. Le
coefficient K (en s−1) traduit la désexcitation spontanée de l’oxygène singulet et la réaction avec
le solvant. K=ln(2)/τ1O2 avec τ1O2=3.5 µs. L’oxygène singulet retrouve suite à cette réaction son
état fondamental 3O2. Le coefficient Kox caractérise les réactions de 1O2 dans le milieu extra-
cellulaire ou dans la cellule qui ne sont pas source de 3O2. Lorsque Kox=0, tout l’oxygène
singulet généré se désexcite et on retrouve le gradient en dioxygène d’un sphéroïde non irradié.

En l’absence de cellules, la concentration en dioxygène à l’équilibre vaut [3O2]=0.25mM dans
de l’eau à 25 ◦C pour une atmosphère constituée à 21% d’oxygène [62]. Dans l’eau, le PBS, ou
le milieu de culture, le coefficient de diffusion du dioxygène est DO2=2×10−5 cm2/s. Dans les
cellules, il vaut entre 2 et 4×10−6 cm2/s [24].
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C.2.1 Déplétion en dioxygène dans des sphéroïdes

Les échanges de dioxygène entre la boîte de culture et l’air ambiant sont définis par un flux
entrant d’oxygène à 0.25mM (concentration à saturation dans une atmosphère à 21% de O2).
Les parois de la boîte de culture par des frontières à flux nul. L’axe du laser est centré sur le
sphéroïde.

D.R. Grimes et al. ont proposé un modèle analytique de gradient en dioxygène dans des
sphéroïdes sphériques [126], et estimé l’écart au modèle obtenu dans le cas de sphéroïdes ellip-
soïdes [127]. Cet écart est important lorsque le ratio d’aspect du sphéroïde s’éloigne de 1. Au vu de
la géométrie de nos sphéroïdes, assimilés à des ellipsoïdes symétriques de diamètre D et d’épais-
seur z, avec z=0.6/D (résultats expérimentaux présentés annexe A.3.6), le modèle analytique
adapté aux sphéroïdes sphériques n’est pas pertinent. Nous avons donc simulé numériquement
la diffusion et la consommation du dioxygène.

Les cellules MCF-7 consomment qc=20 µm/s de dioxygène en mono-couches [63;64], et le
double en sphéroïdes [139]. Les sphéroïdes ont une densité cellulaire de 0.6 (calculée annexe A.3.6),
nous estimons donc la consommation de dioxygène à qc à 25 µm/s (40 µm×0.6). Les sphéroïdes
sont irradiés à puissance P=100mW avec un faisceau laser de waist ω=40 µm.

Nous allons simuler la déplétion en dioxygène en faisant varier deux paramètres : le coefficient
Kox et le coefficient de diffusion DO2 dans les cellules. Ces simulations sont utilisées pour analyser
la mort cellulaire dans les sphéroïdes dans le chapitre 2 (section 2.3.2.2).

C.2.1.1 Impact du coefficient de diffusion du dioxygène

Dans l’eau ou le PBS, le coefficient de diffusion du dioxygène est DO2=2×10−5 cm2/s, et dans
les cellules DO2=2 à 4×10−6 cm2s−1 [24]. Les sphéroïdes ont une densité de 0.6. L’espace inter-
cellules a a priori des propriétés de diffusion proches de celles du milieu de culture. Nous nous
attendons donc à ce que le coefficient de O2 moyen dans le sphéroïde ait une valeur intermédiaire
entre sa valeur dans l’eau et sa valeur dans une cellule. La concentration en dioxygène est par
conséquent simulée pour les valeurs DO2 = 2×10−5 cm2/s (diffusion dans l’eau : majorant),
10−5 cm2/s, 5×10−6 cm2/s et 2×10−6 cm2/s (valeur basse de la diffusion dans une cellule :
minorant).

La figure C.3a montre l’impact du coefficient de diffusion DO2 pour Kox=0. Le profil de
concentration obtenu est identique au profil en absence d’irradiation 1270nm. Plus le coefficient
de diffusion est faible, plus le gradient est prononcé.
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(a) (b) (c)

Figure C.3 – Simulation numérique de la concentration en dioxygène dans des sphé-
roïdes en fonction des paramètres DO2 (coefficient de diffusion du dioxygène, en cm2/s) et Kox

(coefficient de réaction de 1O2, en s−1). Les profils sont tracés dans un repère cylindrique (r,z)
en fonction de l’épaisseur z du sphéroïde (centre du sphéroïde en z=0) pour r=0 (axe du laser).
Figure (a) Impact de DO2 pour un sphéroïde de diamètre D=300 µm et Kox=0. Figure (b)
Impact de Kox pour un sphéroïde de diamètre D=300 µm et DO2=5×10−6 cm2s−1. Kox est ici
considéré nul à l’extérieur du sphéroïde. La concentration normalisée à 1 correspond à 0.25mM.
Figure (c) Idem figure (b), Kox a la même valeur à l’intérieur et à l’extérieur du sphéroïde. La
concentration en surface du sphéroïde est réduite lorsque Kox augmente.

C.2.1.2 Impact du coefficient de réaction Kox

Le coefficient de réaction Kox (en s−1) traduit les réactions de 1O2 avec les cellules ou le
PBS qui ne donnent pas 3O2 comme produit. Kox n’a pas forcément la même valeur à l’extérieur
des cellules et à l’intérieur. Le choix d’un Kox non nul à l’extérieur du sphéroïde fait diminuer
la concentration de dioxygène en surface du sphéroïde mais affecte peu (<5%) le ratio entre la
concentration en dioxygène en surface et la concentration au centre du sphéroïde.

P.R. Ogilby et al. [24] ony obtenu dans des cellules cultivées dans une solution aqueuse saline
une durée de vie de 1O2 de 3-3.2 µs, estimée à partir de la durée de vie de 1O2 mesurée par
détection de la phosphorescence à 1270nm dans du deutérium, soit Kox ∼ 2 104 s−1. La concen-
tration en dioxygène est simulée pour Kox=0, Kox=2×104 s−1, Kox=2×105 s−1, Kox=2×106

s−1 et Kox=2×107 s−1. La concentration en dioxygène ne diminue plus (<1% de variation) au
delà de Kox=2×107 s−1. En deçà de Kox=2×104 s−1, la concentration est très proche de la
concentration obtenue pour Kox=0.

Pour Kox � K=2×105 s−1, l’effet de la génération d’oxygène singulet sur la concentration
en dioxygène est négligeable : l’oxygène singulet se désactive suffisamment vite pour qu’il n’y
ait pas de déplétion. Pour Kox ∼ K, environ la moitié de l’oxygène singulet réagit pour former
des produits autre que 3O2 (ERO, lipides peroxydés etc.). La déplétion est accrue lors de
l’irradiation. Pour Kox ≥ K, tout l’oxygène singulet généré réagit pour former des produits
autre que 3O2 : le terme +K[1O2] de équation (C.8) est négligeable et la déplétion en dioxygène
est importante lors de l’irradiation.

La figure C.3b montre l’impact du coefficient de réaction Kox (défini à l’intérieur du sphé-
roïde), pour DO2=5×10−6cm2s−1 et Kox=0 à l’extérieur du sphéroïde. Plus Kox est grand, plus
le gradient est prononcé. La concentration en dioxygène à quelques centaines de micromètres
du sphéroïde est stable à 0.25mM (normalisé à 1 dans la figure), quelque soit la valeur de Kox.
Lorsque Kox a la même valeur à l’intérieur et à l’extérieur du sphéroïde (figure C.3c), la concen-
tration en dioxygène à proximité du sphéroïde dépend également de Kox. Ainsi, la concentration
en dioxygène, et donc le taux de production de 1O2, en surface d’un sphéroïde et de cultures
cultivées en mono-couches est différente.
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Les valeurs de concentration en dioxygène présentées sont obtenues en intégrant sur une
durée d’irradiation de 30min. Plus Kox est grand (et plus le coefficient de diffusion DO2 est
faible), plus l’état stationnaire est atteint tardivement (pour DO2=5×10−6cm2s−1 et Kox= 2
107s−1 l’état stationnaire n’est pas atteint dans les 30 minutes).

C.2.2 Déplétion en dioxygène dans des cellules cultivées mono-couches

C.2.2.1 Irradiation de populations de cellules

Dans les chapitres 2 et 4, des populations de cellules cultivées en mono-couches sont irradiées
avec un faisceau laser de waist ω=40 µm. Les irradiations durent 5 à 60 minutes et, dans le
chapitre 4, la puissance laser varie de 50 à 200mW (P=100mW uniquement pour les résultats
du chapitre 2). En mono-couches, le coefficient de diffusion du dioxygène et le coefficient de
réaction Kox dans les cellules ont un impact faible (<5%) sur la concentration en dioxygène
(mesurée à hauteur de cellules z=5 µm). La déplétion est déterminée par Kox dans le milieu
extra-cellulaire.

Dans la figure C.4 les concentrations sont mesurées 30min après le début de l’irradiation.
Pour une puissance laser P=100mW, la concentration en dioxygène est réduite d’au plus 30%
(figure C.4a) au niveau de l’axe du laser. Plus Kox est élevé, plus l’effet d’une augmentation de
puissance laser est limité par la déplétion en dioxygène (figure C.4b) : lorsque P=200mW, le
taux de production en oxygène singulet au niveau de l’axe du laser est deux fois plus important
qu’à P=100mW pour Kox=0 mais uniquement 1.6 fois plus important pour Kox=2×106 s−1. La
mort cellulaire concerne des cellules jusqu’à 100 µm de l’axe du laser : une augmentation de la
puissance n’a pas un effet homogène sur la quantité de 1O2 reçue par toutes les cellules. Au vu
des résultats chapitre 3, nous nous attendons à ce que 6×105 s−1 <Kox <2×106 s−1.

(a) (b)

Figure C.4 – Simulation de la déplétion de la concentration de dioxygène 3O2 en
mono-couches, pour une irradiation de durée 30 minutes. La concentration est normalisée
par rapport à la concentration en dioxygène avant irradiation laser. Figure (a) Concentration
de 3O2 pour différentes valeurs de Kox. Figure (b) Ratio de concentration de 3O2 entre une
irradiation laser de puissance P=200mW et P=100mW.

Enfin, la déplétion en dioxygène varie également avec la durée d’exposition des cellules
(figure C.5) : au niveau de l’axe du laser, le taux de production d’oxygène singulet moyen dans
des cellules irradiées 5 minutes est ∼ 15% plus élevé que dans des cellules irradiées 60 minutes.
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Figure C.5 – Simulation de la déplétion de la concentration de dioxygène 3O2 en
mono-couches en fonction de la durée d’exposition ∆t, pour Kox=2×106 s−1. La concen-
tration est normalisée par rapport à la concentration en dioxygène hors irradiation.

C.2.2.2 Irradiation extra-cellulaire

Dans le Chapitre 3, le faisceau laser est focalisé (waist ω=0.64 µm) dans du PBS, et très
petit comparé à une cellule (diamètre ∼ 30 µm, hauteur z=5 µm). Le profil de concentration
en dioxygène a une composante radiale et axiale. La majorité des expériences a été faite avec
une puissance laser P=50mW. L’irradiation dure ∆t=10min. L’évolution dans le temps de la
concentration en dioxygène (simulée numériquement) au niveau du point de focalisation du
faisceau laser (r=0,z=10 µm), pour une puissance laser P=50mW est représentée figure C.6a.

La concentration est normalisée par rapport à la concentration maximale ([O2]0=0.25mM)
dans le PBS. La concentration en dioxygène diminue avec Kox et atteint 0.75×[O2]0 pour Kox=2
107 s−1. Au niveau de l’interface verre/PBS sur lequel adhèrent les cellules (z=0), la déplétion au
niveau de l’axe du laser (r=0) atteint 0.8×[O2]0 (marqué par une astérisque * sur le graphique)
pour Kox=2 107 s−1. Spatialement, la différence de déplétion d’oxygène entre z=10 µm et z=0
disparaît pour r>3 µm (figure C.6b). Au delà de cette distance, la concentration en dioxygène
est homogène en z pour les cellules.

La majorité de l’oxygène singulet est généré au niveau du point de focalisation du laser, où
la déplétion est maximale. Ce phénomène a donc un impact important sur la concentration des
ERO secondaires (produits potentiels de 1O2 extra-cellulaire).
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(a) (b)

Figure C.6 – Simulation numérique de la concentration de dioxygène 3O2 lors d’une
irradiation extra-cellulaire. [O2]0 : concentration de dioxygène initiale. Figure (a) Évolu-
tion temporelle de la concentration normalisée de dioxygène (suivi sur 600s = 10 min) pour
ω=0.64µm (P=50mW, soit Imax=8kW/cm2), au niveau du point de focalisation du faisceau
(r=0,z=10 µm). * : concentration en (r=0,z=0), soit au niveau de l’interface verre/PBS où
adhèrent les cellules. Figure (b)Distribution spatiale de la concentration 10 min après le début
de l’irradiation laser (waist ω=0.64µm et P=100mW.)

C.3 Profils de concentration de 1O2 et des ERO secondaires
Considérons que 1O2 réagisse dans le PBS pour produire des ERO dites "secondaires". Nous

souhaitons estimer la concentration de ces ERO. Les simulations sont faites dans un milieu
(PBS) sans cellules.

Dans l’hypothèse que la concentration en oxygène singulet [1O2] est limitante, la production
d’ERO secondaires est caractérisée par un coefficient de réaction du premier ordre Kox (en s−1.
Elle est également déterminée par le coefficient de désexcitation K=ln(2)/τ1/2 (τ1/2=3.5 µs, K
= 2×105s−1) qui caractérise le retour de l’oxygène singulet à son état triplet dans de l’eau
pure. Le ratio Kox/K détermine la fraction d’oxygène singulet qui réagit pour produire et ERO
secondaires et donc la concentration d’ERO secondaires à l’état stationnaire.

Dans l’hypothèse d’une unique ERO secondaire, cette ERO est produite avec un taux de
production Kox[1O2]. La concentration de cette ERO dépend de son mode de dégradation dans
le PBS. Pour les espèces dont la dégradation peut être assimilée à une équation d’ordre 1 (H2O2,
O3, H2O3), la concentration est décrite par l’équation (C.10). KERO (s−1) = ln(2)/τERO, avec
τERO le temps de demi-vie de l’espèce en question dans le PBS. H2O2, O3 et H2O3 ont une
demi-vie dans le PBS (ou, à défaut d’informations dans la littérature, dans l’eau pure) de
respectivement >24h, 5 minutes et 20ms.

d[ERO]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[ERO]−KERO[ERO] (C.10)

d[ERO]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[ERO]−KERO[ERO]2 (C.11)

Pour les espèces dont la dégradation est d’ordre 2 (O.−
2 , HO.), la concentration est décrite

par l’équation (C.11). Le coefficient de dégradation KERO est en M−1s−1. Le temps de demi-vie
τERO = 1

2 KERO[ERO] dépend de la concentration de l’espèce. Le temps associé à la concentration
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initiale d’espèces, τERO(0) = 1
2 KERO[ERO]0 , est qualifié de temps de première demi-vie. Kox

détermine la concentration [ERO] et donc le temps de première demi-vie des espèces d’ordre
2. Les coefficients de dégradation associés à l’anion superoxyde et le radical hydroxyle sont
respectivement KO.−

2
=2×105 M−1s−1 [221;328] et KHO.=1010 M−1s−1 [213] (réaction limitée par la

diffusion de HO.).

C.3.1 Impact de la puissance laser sur la concentration en 1O2

Si la concentration en dioxygène était constante, le taux de production en oxygène singulet
serait une fonction linéaire de l’intensité (et donc de la puissance) du laser. La figure C.7
montre le ratio des taux de production d’oxygène singulet entre une irradiation à P=50mW et
une irradiation à puissance inférieure, au niveau du point de focalisation du laser.

Pour Kox=0 (pas génération de ERO secondaires), la déplétion en dioxygène est nulle et le
taux de production est une fonction linéaire de la puissance laser. Plus Kox est grand, plus la
déplétion est élevée. Le ratio des taux de production est plus faible que le ratio des puissances
car la réduction de la déplétion compense partiellement la réduction de puissance. Par exemple,
à une puissance P=7mW, le taux de production d’oxygène singulet est divisé (par rapport à
P=50mW), par 7.14, 6.98, 6.37, 5.91 et 5.73 pour respectivement Kox=0, 2 105s−1, 2 106s−1 et
2 107s−1. Plus on s’éloigne du point de focalisation du laser, plus le taux de production d’1O2
et la déplétion en dioxygène sont faibles, donc plus le ratio se rapproche du ratio estimé pour
Kox=0.

Figure C.7 – Effet de la puissance laser, P (mW), sur le taux de production de 1O2,
en fonction de la constante de réaction Kox associée à la production d’espèces secondaires.

C.3.2 Concentration d’ERO secondaires d’ordre 1

La concentration d’ERO qui subissent une dégradation d’ordre 1 dépend de leur temps
de demi-vie τ1/2 et du coefficient de réaction Kox de 1O2 dans le PBS. Dans la figure C.8, la
concentration d’ERO produites avec un laser focalisé est moyennée sur la durée d’irradiation (10
minutes) et la hauteur d’une cellule (h=5 µm) : plus Kox et τ1/2 sont grands, plus la concentration
est élevée. Nous avons simulés la concentration de tous les ERO secondaires potentiels identifiés
en début de chapitre 3. La concentration maximale de ERO est atteinte pour H2O2 (τ1/2 = 24h)
et Kox = 2 107 s−1 et vaut 48.7 µm au niveau de l’axe du laser.

159



(a) (b)

Figure C.8 – Concentration d’ERO secondaires d’ordre 1. Concentration moyenne, in-
tégrées sur la hauteur d’une cellule et une durée d’irradiation de 10min. Figure (a) : Concen-
tration d’ERO pour Kox=2 105 s−1 en fonction de la distance r à l’axe du laser, et du temps de
demi-vie τ1/2 de l’ERO produite. Figure (b) Concentration d’ERO pour τ1/2=20ms en fonction
de la distance r à l’axe du laser, et du coefficient de réaction Kox de 1O2 dans le PBS.

C.3.3 Concentration d’ERO secondaires d’ordre 2

Pour les ERO d’ordre 2, Kox détermine à la fois le taux de production de l’ERO et son temps
de (première) demi-vie. Le profil de concentration (moyenné sur la durée de l’irradiation et la
hauteur d’une cellule) de l’anion superoxyde est représenté figure C.9. Le profil de concentration
normalisé permet de mieux identifier le temps de première demi-vie en fonction de Kox. Le profil
de concentration de HO. est représenté figure C.10. La simulation de la concentration de HO.

ne tient pas compte d’éventuelle réaction de HO. avec les composants du PBS (tels les ions
phosphates). Il est donc possible que nous surestimions les concentrations de radical hydroxyle
présentes dans le PBS.

Rappelons que l’ordre de grandeur de concentrations toxiques (associées à une fraction de
cellules mortes de 0.5) est d’environ 100 µm pour O.−

2 et 0.1 µm pour HO..
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(a) (b)

Figure C.9 – Concentration d’anion superoxyde en fonction de la distance à l’axe du
laser. Concentration moyennée sur la durée d’irradiation (10 min) et la hauteur d’une cellule.
Figure (a) Concentration en micromoles/L pour différentes valeurs de Kox. Plus Kox est élevé,
plus la concentration est grande. Figure(b) Concentration normalisée pour différentes valeurs
de Kox : plus Kox est élevé, plus le temps de première demi-vie de O.−

2 est court (pente de la
courbe forte).

(a) (b)

Figure C.10 – Concentration de radical hydroxyle HO. en fonction de la distance à
l’axe du laser. Concentration moyennée sur la durée d’irradiation (10 min) et la hauteur d’une
cellule, pour différentes valeurs de Kox.Figure (a) Concentration en micromoles/L. Figure(b)
Concentration normalisée.
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C.3.4 Concentration en superoxyde en fonction de la puissance laser

Dans le chapitre 3, les cellules ont été irradiées à différentes puissances (P=7mW, P=22mW)
pour mesurer l’impact de la puissance sur la mort cellulaire. Nous comparons figure C.11 la
concentration simulée de superoxyde produite à une puissance P et la concentration produite
à P=50mW. Deux facteurs font que le ratio de concentration est inférieur au ratio des puis-
sances : la déplétion en dioxygène, qui affecte le taux de production de 1O2, et la dépendance
en concentration du temps de demi-vie du superoxyde, qui augmente le temps de demi-vie (et
donc proportionnellement la concentration) de O.−

2 pour les puissances faibles.

Ainsi au niveau de l’axe du laser (r=0), pour Kox=2×106 s−1, le ratio de concentration
au niveau des cellules entre P=50mW et respectivement P=22mW et P=7mW ne vaut pas
50/22=2.3 et 50/7=7.14 mais 1.8 et 4.6.

Figure C.11 – Concentration en superoxyde en fonction de la puissance laser, avec
pour paramètre le coefficient de réaction Kox. Valeur intégrée sur une irradiation de 10min et
la hauteur d’une cellule (z=0 à z=5 µm).

C.4 Action des désactivateurs d’ERO sur les concentrations
Dans le chapitre 3, nous évaluons analytiquement (section 3.2.7.2) l’effet des désactivateurs

sur la concentration totale d’espèces réactives de l’oxygène. La simulation de la concentration de
ERO en présence de désactivateurs permet de préciser le profil de concentration spatial. Nous
constatons que nous obtenons des données cohérentes avec les valeurs analytiques.

C.4.1 Albumine de sérum bovin (BSA)

L’albumine de sérum de bœuf est une protéine (MBSA=67kDa) soluble dans l’eau et non-
toxique pour les cellules. Elle est peu sensible aux variations de pH autour de pH=7.4 et de
température autour de 25-37 ◦C [329] (dénaturation à partir de 65 ◦C). La taille de cette protéine
l’empêche de traverser la membrane des cellules. Elle ne peut donc réagir qu’avec les espèces
contenues dans le milieu extra-cellulaire. Elle diffuse avec un coefficient de diffusion D=7×10−11

m2s−1 [326;327].

C.4.1.1 Réaction de la BSA avec 1O2

La BSA réagit avec l’oxygène singulet, avec un coefficient de réaction K1O2
BSA ∼8 108 M−1s−1 [186].

La désactivation de 1O2 peut être physique équation (C.12), ou chimique équation (C.13). Dans
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le premier cas, la BSA n’est pas modifiée lors de l’interaction avec 1O2. Dans le second cas, elle
est oxydée.

BSA+1 O2
Kp−−→ BSA+3 O2 (C.12)

BSA+1 O2
Kc−−→ (BSA)ox (C.13)

K1O2
BSA = Kc + Kp, avec Kc ∼ 0.37×Kp : 37% des interactions 1O2-BSA sont de nature chimique.

Une molécule de BSA peut accepter au maximum 13 atomes d’oxygène [186]. Il est donc possible
de saturer cette voie de réaction, lorsque les molécules de BSA sont amenées à réagir avec
environ 35 ou plus molécules de 1O2.

Estimons le nombre de molécules de 1O2 par molécules de BSA pour une concentration
de 3mM de BSA (0.2g/L). La BSA est ajoutée à un volume d’environ 2mL de PBS. Nous
générons au niveau du point de focalisation du laser (1 µm3, soit 1 nL) 0.16M/s de 1O2. La
concentration de BSA dans un volume de 1 µm3 est renouvelée environ toutes les 5ms. En 5ms
le taux de production maximal d’1O2 est 0.8mM/s. Ainsi, même au point de focalisation du
laser, la concentration de BSA reste plus importante que la concentration de 1O2. Nous nous
permettrons donc de considérer que la voie de réaction chimique de la BSA avec 1O2 n’est pas
saturée, et donc que la concentration de BSA dans le milieu extra-cellulaire peut être considérée
constante pendant l’irradiation.

C.4.1.2 Simulation numérique de la concentration de 1O2 en présence de BSA

Par simulation numérique de la diffusion des espèces, nous obtenons la réduction de la
concentration de ERO extra-cellulaire en fonction du coefficient de réaction Kox qui caractérise
la formation d’ERO secondaires. L’équation (C.14) rend compte de la réaction entre la BSA et
l’oxygène singulet.

d[1O2]
dt

= γ[3O2] +D∇2[1O2]−K[1O2]−Kox[1O2]−KBSA[BSA][1O2] (C.14)

d[3O2]
dt

= D∇2[3O2]− γ[1O2] +K[1O2] + 0.63KBSA[BSA][1O2] (C.15)

Comme 37% des interactions sont de nature chimique, seulement 63% de l’oxygène singulet
désactivé retrouve sont état fondamental. En plus de la désactivation de l’oxygène singulet,
la présence de BSA (équation (C.15)) affecte la concentration en dioxygène et donc le taux
d’oxygène singulet généré.

En négligeant la déplétion en dioxygène et la diffusion, on peut résoudre nalytiquement
l’équation de réaction à l’état stationnaire (équation (C.16)) et estimer ainsi le ratio de concen-
tration α=[1O2](BSA=0)/ [1O2](BSA=3mM) (équation (C.17)), entre la concentration d’1O2 en
absence de BSA et en présence de BSA. Plus Kox est faible, plus la division de la concentration
est importante.

0 = γ[3O2]0 −K[1O2]−Kox[1O2]−KBSA[BSA][1O2] (C.16)
[1O2](BSA = 0)

[1O2](BSA) = 1 + KBSA[BSA]
K +Kox

(C.17)

Effet de la déplétion en dioxygène sur l’efficacité de la BSA. Des simulations sans
diffusion de 1O2 (D=0 pour 1O2 uniquement) de la concentration en dioxygène sont effectuées
pour estimer l’impact de la déplétion en dioxygène et de Kox sur l’efficacité de la BSA. Dans
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un système ou Kox=0, le ratio de concentration d’1O2 (α=[1O2](BSA=0)/[1O2](BSA=3mM))
augmente pendant l’irradiation (figure C.12a), ce qui est cohérent avec l’augmentation de la
consommation de dioxygène. L’écart entre la valeur théorique sans déplétion (α=13.1) et la
valeur simulée est maximale au niveau de l’axe du laser (r=0). L’écart entre la valeur théorique
sans déplétion et en tenant compte de la consommation d’oxygène dépend également de Kox

(figure C.12b). Si Kox <K, l’ajout de BSA augmente la déplétion. Si Kox >K, l’ajout de BSA
réduit la déplétion d’oxygène, le taux de production d’oxygène singulet est plus élevé que sans
BSA. Remarquons néanmoins que l’écart avec la valeur obtenue en négligeant la déplétion en
dioxygène reste inférieur à 10%.

(a) (b)

Figure C.12 – Effet de 3mM de BSA sur la concentration en 1O2, dans un système
sans diffusion de 1O2. Simulation numérique des concentrations suite à une irradiation à
1270nm avec un laser focalisé d’axe r=0 et de waist ω=0.64 µm. Figure (a) cinétique en fonction
du temps t après le début de l’irradiation, pour Kox=0. La résolution analytique de l’équation de
réaction donne un ratio théorique de 13.1 Figure (b) Ratios de concentrations normalisés par
rapport à la valeur théorique attendue (résolution analytique en négligeant la consommation de
dioxygène), en fonction de la distance au laser r en fonction de Kox (t=600s). Les concentrations
sont moyennées sur la hauteur d’une cellule (0<z<5 µm). Les ratios normalisés à 1 valent 13.1,
7 et 2.1 pour respectivement Kox=0, 2 105 et 2 106 s−1.

Concentration d’oxygène singulet en présence de BSA. La réduction de la fraction de
cellules mortes en présence de BSA (chapitre 3) est cohérente avec une valeur du paramètre Kox

compris entre 6×105s−1 et 2×106 s−1. Les concentrations de 1O2 obtenues à l’état stationnaire
sans et avec BSA sont simulées numériquement (figure C.13a) pour ces deux valeurs de Kox.
Nous retrouvons une division par la concentration par 6.7 à 6.9 et 2.05 à 2.09 respectivement,
en accord avec le calcul analytique et l’effet de la déplétion en dioxygène.

Réaction de la BSA avec les autres ERO. La BSA réagit également avec O.−
2

[245], KO.−
2

BSA

= 8×104 M−1s−1 (soit 1.3×104 fois moins efficace que l’enzyme superoxide dismutase CuZn-
SOD). L’effet de la BSA sur la concentration de O.−

2 au niveau des cellules dépend de Kox et
de la concentration en superoxyde (simulée numériquement figure C.13b). La concentration de
O.−

2 maximale en présence de 3mM BSA (concentration au niveau de l’axe du laser, r=0) est
inférieure à la concentration en r=40 µm sans ajout de BSA. Il n’y a pas de mort cellulaire
initiée par l’oxygène singulet à r=40 µm. La concentration de O.−

2 est donc trop faible pour être
toxique en présence de BSA.

164



(a) (b)

Figure C.13 – Simulation numérique de l’effet de la BSA sur la concentration d’ERO.
Les concentrations sont moyennées sur la hauteur d’une cellule (0<z<5 µm) et la durée de
l’irradiation (10min). Figure (a) Concentrations d’oxygène singulet en présence de 0 et 3mM
de BSA pour Kox = 2 105s−1 et 2 106 s−1. Le ratio de concentration est compris entre 2.1 et 7.
Figure (b) Concentration d’anion superoxyde en présence de 0 et 3mM de BSA, en fonction
de Kox. En présence de BSA, à r=0, la concentration est réduite de 13.5 à 0.4 µm (ratio de 34)
et de 21.5 à 2.4 µm (ratio de 9) à Kox = 2 105s−1 et 2 106 s−1 respectivement.

La BSA réagit dans une moindre mesure avec O3, H2O2 et HO.. Au vu de l’effet d’ajout de
BSA dans les études de L. Restaino et al. [240] et B.S. Berlett et al. [241] (travail dans de l’eau
dé-ionisée à température ambiante), 3mM de BSA diviserait la concentration [O3] par plus d’un
facteur 100 et KO3

BSA ∼ 105-106 M−1s−1.

G. Okamoto et al. [237] ont montré que la BSA est environ 20x moins efficace à concentration
égale ([BSA]∼5µM) sur H2O2 que sur O.−

2 (incubation avec BSA de 15min, l’état stationnaire
n’est donc pas atteint pour H2O2). Et que pour obtenir la même réduction de concentration
d’espèces, il faut [BSA] 10 fois plus élevée pour HO. que pour O.−

2 . Ces expériences ont été faites
dans du PBS à pH variable (7.4 ou 6), à température ambiante ou 37 ◦C. A défaut de mesures
des constantes de réaction des ERO avec BSA, ces valeurs suggèrent que 3mM de BSA divisent
la concentration de H2O2 et de HO. par respectivement ∼ 2 et 5.

C.4.2 Catalase : désactivateur de H2O2

La catalase est une protéine (masse molaire 240kDa) présente dans les cellules vivantes
pour réguler le taux de peroxyde d’hydrogène ( H2O2). Elle est non-toxique pour les cellules et
soluble dans l’eau (et le DPBS) à hauteur de 1mg/mL, soit 4 µm. La catalase (d’origine bovine,
fournisseur Sigma) catalyse la dismutation de H2O2 en O2 et H2O (équation (C.18)).

2H2O2
Kcat−−−→ O2 + 2H2O (C.18)

La présence de catalase augmente la concentration de dioxygène dans le milieu. Le taux de
production d’oxygène singulet accru en présence de catalase réduit donc légèrement le ratio
entre concentration de H2O2 sans catalase et en présence de catalase.

D’après des études de la littérature, la catalase réagit avec H2O2 avec une constante de
réaction de Kcat= 105 M−1s−1 [205;206]. Cette valeur est plus faible que celle annoncée par le
fournisseur (Sigma). Une concentration de catalase [Cat]= 4 µm correspond d’après le fournis-
seur à une activité 2-5ku/mL. Une unité d’activité enzymatique par mL (1 ua/mL) correspond
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(à pH=7, pour une température T=25 ◦C) à une dégradation de H2O2 de 1 µm/min [330] (soit
d[1O2]
dt =0.02 µm/s). Cette définition reste vraie tant que [H2O2]�[CAT], avec [CAT] la concen-

tration de catalase. Nous trouvons ainsi une valeur de Kcat comprise entre ∼ 4 105 M−1s−1 à
106 M−1s−1. Nous n’avons pas calibré expérimentalement l’activité de l’enzyme.

C.4.2.1 Action de la catalase sur la concentration de H2O2.

L’équation (C.19) rend compte de la réaction entre catalase et peroxyde d’hydrogène.

d[H2O2]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[H2O2]−K1[H2O2]−Kcat[CAT ][H2O2] (C.19)

d[1O2]
dt

= γ[3O2] +D∇2[1O2]−K[1O2]−Kox[1O2] (C.20)

d[3O2]
dt

= D∇2[3O2]− γ[1O2] +K[1O2] + 0.5Kcat[CAT ][H2O2] (C.21)

La production de H2O2 par l’oxygène singulet dans du PBS est fonction de Kox. Au vu des
résultats d’irradiation en présence de BSA, nous avons établi que 2×105 s−1 <Kox < 2×106

s−1. La concentration en oxygène singulet [1O2] (équation (C.20)) dépend de la concentration en
dioxygène [3O2] (équation (C.21)), elle-même affectée par la présence de catalase. Le coefficient
de réaction K1=ln(2)/τ1/2 traduit la dégradation de H2O2 dans le PBS, avec τ1/2 > 24h le temps
de demi-vie de H2O2. Ce temps est fixé à 24h pour les simulations numériques. La consommation
de H2O2 en présence de catalase dépend de la concentration de catalase [CAT] (mol/L) et du
coefficient de réaction Kcat (en M−1s−1).

Le temps d’irradiation (10 minutes) est très faible devant la demi-vie de H2O2 dans le PBS.
L’estimation analytique du ratio de concentration α=[H2O2](CAT=0)/[H2O2](CAT=4 µm) à
l’état stationnaire ne donne pas une estimation pertinente de l’effet de la catalase pendant
l’irradiation. Les cellules sont irradiées dans du PBS, remplacé par du milieu de culture après
la fin de l’irradiation (soit au maximum 2h après que le premier champs de cellules de la boîte
de culture ait été irradié). Aucune différence significative de mort cellulaire n’est observée entre
les premiers et les derniers champs de cellules irradiées.

La simulation numérique (figure C.14) donne ainsi une division d’un facteur supérieur à 2
en présence de 4 µm de catalase, quelque soit la valeur de Kox ou de Kcat (dans les gammes
considérées). La concentration en présence de catalase est plus faible que la concentration à
r=40 µm sans ajout de catalase. Nous n’observons pas de mort cellulaire initiée par l’oxygène
singulet à 40 µm du laser. La contribution de H2O2 à la mort des cellules en présence de catalase
devrait donc être négligeable.
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(a) (b)

Figure C.14 – Simulation numérique de l’effet de catalase sur la concentration
d’H2O2 en fonction de la distance r à l’axe du laser et de la constante de réaction Kcat entre la
catalase et H2O2 dans le PBS. Les concentrations sont moyennées sur la hauteur d’une cellule
(0<z<5 µm) et la durée de l’irradiation (10min). Figure (a) Concentrations pour un coefficient
de réaction Kox=2 105 s−1 Figure (b) Kox=2 106 s−1.

C.4.2.2 Action de la catalase sur les autres ERO.

D’après la littérature, l’oxygène singulet inactive l’activité de la catalase avec une constante
de réaction K=2.5×107 M−1s−1 [231]. Cette constante est trop faible pour affecter la concentra-
tion d’oxygène singulet (et de catalase) pour [catalase]=4µM ([1O2] > 99.9% de la concentration
sans ajout de catalase, en présence de catalase).

La catalase ne réagit pas avec HO.. [211;242]. Elle réagit avec l’ion superoxyde avec une
constante Kcat(O.−

2 )=2 105 M−1s−1 [246] à pH=7.4 (buffer phosphate 1mM). Pour [catalase]=4 µm,
la concentration de [O.−

2 ] est divisée par <1.08 (simulée numériquement), soit un effet négli-
geable sur la toxicité de O.−

2 . L’inactivation de la catalase en présence d’ozone a été identifiée [242]
comme être le produit d’ERO intermédiaires, sous-produits de l’ozone en milieu aqueux, tels
que H2O2 et, potentiellement, O.−

2 .

C.4.3 Iodure de potassium (KI) : désactivateur de HO. et O3

L’iodure de potassium (KI) est un sel inorganique. Les cellules ont été exposées 24h à
des concentrations de KI jusqu’à 100mM sans que l’on observe de la mort cellulaire, nous
le considérons donc non toxique pour une concentration de 1mM. KI se solubilise dans l’eau
en ions I− et K+. Les ions iodure I− réagissent avec l’ozone (O3) [258] (équation (C.22)) avec
une constante de réaction KO3=108-109 M−1s−1 [219;243], et le radical hydroxyle HO. [208;209]

(équation (C.23)), KHO.=1010 M−1s−1.

O3 + 2I− +H2O
Kox(O3)−−−−−→ 2OH− + I2 +O2 (C.22)

HO. + I− Kox(HO.)−−−−−−→ OH− + I (C.23)
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C.4.3.1 Action de KI sur la concentration de O3 et HO..

L’équation (C.24) rend compte de la réaction entre KI et le radical hydroxyle, l’équation (C.25)
la réaction entre KI et l’ozone.

d[HO.]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[HO.]−K2[HO.]2 −KKI [KI][HO.] (C.24)

d[O3]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[O3]−K1[O3]−KKI [KI][O3] (C.25)

d[3O2]
dt

= D∇2[3O2]− γ[1O2] +K[1O2] +KKI [KI][O3] (C.26)

Le coefficient de dismutation de l’anion hydroxyle vaut K2=1010M−1s−1. Le coefficient de ré-
action K1=ln(2)/τ1/2 traduit la dégradation de O3 dans le PBS, avec τ1/2 ∼5 min le temps de
demi-vie de O3. Lors de la simulation de l’effet de KI en présence d’ozone, la production de
dioxygène lors de la désactivation est prise en compte (équation (C.26)).

La résolution analytique à l’état stationnaire de équations (C.24) et (C.25) (qui ne tient
pas compte de la diffusion ou de la déplétion en dioxygène) donne un ratio de concentration
supérieur à 1000 entre la concentration de HO. ou O3 sans ajout de KI et la concentration avec
1mM de KI. Des résultats très similaires sont obtenus par simulation numérique de la réaction
et la diffusion des espèces (figure C.15).

(a) (b)

Figure C.15 – Simulation numérique de l’effet de KI sur la concentration de ERO
en fonction de la distance r à l’axe du laser. Les concentrations sont moyennées sur la hauteur
d’une cellule (0<z<5 µm) et la durée de l’irradiation (10min). Figure (a) Action de KI sur
HO., en fonction de Kox. La concentration est réduite en présence de KI de plus d’un facteur
1000 : de 77 à 0.011 nm à r=0 pour Kox=2 105 s−1, et de 108 à 0.042 nm pour Kox=2 106 s−1.
Figure (b) Action de KI sur O3. La concentration est réduite en présence de KI de plus d’un
facteur 1000 : de 25 à 0.016 µm à r=0 pour Kox=2 105 s−1, et de 42 à 0.027 µm pour Kox=2 106

s−1.

C.4.3.2 Action de KI sur les autres ERO.

KI réagit avec l’oxygène singulet avec une constante KKI(1O2)∼106 M−1s−1 [232–234]. KI
est donc près de 1000 fois moins efficace que la BSA et est ajouté au PBS en concentrations
similaires (1mM à comparer à 3mM de BSA). Nous ne nous attendons pas à ce que KI ait
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un effet sur la concentration en 1O2. La simulation numérique de la réaction nous fait obtenir
[1O2]KI=1mM ∼ 0.997×[1O2]KI=0, soit un effet négligeable.

I− réagit avec le peroxyde d’hydrogène. L’ordre et la valeur de la constante de réaction de
la décomposition de H2O2 en présence d’ions I− dépend des conditions expérimentales (pH,
température, concentrations) [238]. A pH=7, Kox(H2O2) ∼ 10−2 M−1s−1. Analytiquement, pour
KI=1mM, KI est plus de 1000 fois moins efficace que 4 µm de catalase (Kcat

ox (H2O2)= 105

M−1s−1), nous ne nous attendons donc pas à voir d’effet sur H2O2.

I− ne semble pas réagir avec O.−
2 : H.P. Li et al. [334] ont montré une oxydation de I− en

présence de superoxyde mais n’ont pas identifié si l’oxydation était due à une réaction directe
avec O.−

2 ou avec un de ses sous-produits (notamment H2O2). L’étude de K.I. Ogawa et al. [247]
dans laquelle des marqueurs à base de iode sont utilisés pour identifier spécifiquement le lieu
de génération de H2O2 et ne se fixent pas sur les lieux de génération de O.−

2 (identifiés à l’aide
d’un marqueur de O.−

2 , le NBT) confirme que I− réagit avec H2O2 et non O.−
2 .

C.4.3.3 Action de KI sur les cellules.

Les ions I− peuvent traverser la membrane cellulaire, et réduisent la peroxydation des li-
pides des membranes [264;335;336], ainsi augmentant la résistance des cellules aux ERO. Les cellules
MCF-7 font partie des types cellulaires capables d’accumuler des ions I− [264]. Dans les condi-
tions expérimentales in vitro testées, c’est-à-dire pour une exposition des cellules à 1mM de KI
pendant 30min à 2h, il est toutefois possible que l’effet de I− soit pro-oxydant en favorisant la
peroxydation des lipides des membranes [337]. Nos résultats expérimentaux ne permettent pas
de conclure sur cet aspect.

C.4.4 Superoxyde dismutase (SOD) : désactivateur de O.−
2

Le radical anion superoxyde est généré par le métabolisme lors de réactions notamment la
phosphorylation oxydative [221;249;250]. Afin de limiter sa concentration à des niveaux physiolo-
giques, les cellules produisent une enzyme : la superoxyde dismutase (SOD). La SOD catalyse,
avec une constante de réaction KSOD ∼109 M−1s−1, la réaction de O.−

2 avec des protons pour
former O2 et H2O2 (équation (C.27)). En présence de SOD, la déplétion en dioxygène est ainsi
réduite pendant l’irradiation.

2O.−2 + 2H+ KSOD−−−−→ O2 +H2O2 (C.27)

La SOD est une protéine (masse molaire 37kDa) caractérisée par le métal sur son site actif.
Nous utilisons CuZn-SOD (origine bovine, fournisseur Sigma, ref S5395). Cette SOD contient
des ions cuivre (les ions Zn ne sont pas impliqués dans la réaction avec O.−2 ), liés au reste de la
protéine par des forces électrostatiques. Le complexe est très stable Kd=6x10−18M [259].

Dans la littérature, les constantes de réaction/activité de SOD sont mesurées dans des buffers
phosphate à pH variables, ou dans de l’eau dé-ionisée. Le DPBS (avec calcium et magnésium)
est un buffer phosphate à pH=7.4 avec en plus des composés à base de calcium, magnésium et
sodium. Nous ne nous attendons pas à une forte modification de l’activité de l’enzyme.

C.4.4.1 Action de la SOD sur la concentration de O.−2 .

L’équation (C.28) rend compte de la réaction entre la SOD et l’anion superoxyde. La pro-
duction de dioxygène par les réactions de dismutation de O.−

2 sont prises en compte dans le
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calcul de la concentration de dioxygène, qui détermine le taux de production de 1O2.

d[O.−2 ]
dt

= Kox[1O2] +D∇2[O.−2 ]−K2[O.−2 ]2 −KSOD[SOD][O.−2 ] (C.28)

d[3O2]
dt

= D∇2[3O2]− γ[1O2] +K[1O2] + 0.5K2[O.−2 ]2 + 0.5KSOD[SOD][O.−2 ] (C.29)

Le coefficient de réaction K2 vaut 2×105M−1s−1 à pH=7.4 [221].

Nous simulons numériquement (figure C.16) le profil de concentration de O.−
2 lors de l’ajout

de 20 µm de SOD dans le PBS. Le ratio de concentration sans/avec SOD est minimal là où
le taux de production de O.−

2 est maximal, donc au niveau de l’axe du laser (r=0). Soit [O.−
2 ]

la concentration moyenne à laquelle sont exposées les cellules pendant une irradiation de 10
minutes (moyennée dans le temps et sur la hauteur d’une cellule), pour r=0, [O.−

2 ](SOD=0)
[O.−

2 ](SOD=20µM) >

150 pour 2 106s−1 <Kox < 2 105s−1 au niveau du tapis cellulaire (z=0-5). La contribution de
O.−

2 à la fraction de cellules mortes devrait être nulle en présence de 20 µm de SOD.

Figure C.16 – Simulation numérique de la concentration d’anion superoxyde en pré-
sence de superoxyde dismutase (SOD). Les concentrations sont moyennées sur la hauteur
d’une cellule (0<z<5 µm) et la durée de l’irradiation (10min). En présence de 20 µm de SOD
la concentration [O.−2 ] en r=0 vaut respectivement 0.12 et 0.06 µm pour Kox= 2 106s−1 et 2
105s−1, comparé à 21 et 14 µm sans ajout de SOD. Soit une réduction de la concentration de
plus d’un facteur 100.

C.4.4.2 Réaction de la SOD avec d’autres ERO.

La SOD ne réagit ni avec O3
[244], ni avec HO. [211]. L’efficacité de la SOD est réduite en

présence de H2O2
[221;239], avec une constante de réaction à pH 7.8 K ∼ 0.5 M−1s−1, soit ∼105

fois inférieure à la constante de réaction de H2O2 avec la catalase. L’inactivation de la SOD par
H2O2 produit potentiellement des ERO secondaires toxiques, tel HO. [239], toutefois la constante
de réaction est trop faible pour qu’on observe un effet sur une irradiation de 10min.

Selon les études de la littérature, SOD réagirait avec 1O2 avec une constante K1O2
SOD=2.7×109

M−1s−1 [236] (origine de la SOD pas précisée), de K1O2
SOD=3×107 M−1s−1 [231] (SOD d’origine

bovine, comme pour nos expériences), ou alors ne réagirait pas du tout [331;332].

La réaction avec 1O2 serait responsable de l’inactivation de l’enzyme [231;333]. Plaçons nous
dans le cas de figure le plus défavorable. Avec K1O2

SOD=2.7×109 M−1 s−1 et [SOD]=20 µm, [1O2]
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est divisée par moins d’un facteur 1.12 (valeur obtenue analytiquement et confirmée par simu-
lation pour 2×106s−1 <Kox < 2×105s−1. Le facteur atteint 1.25 si Kox=0). Cela signifie qu’une
irradiation à puissance laser P=50mW, en présence de 20 µm de SOD, est équivalente à une
irradiation à P ∼ 45 mW. Or, nous obtenons en présence de SOD une réduction de la fraction
de cellules mortes en deçà de la fraction de cellules mortes obtenue pour P=22mW (figure 3.11).
Cette réduction ne peut donc pas s’expliquer par une éventuelle réaction de la SOD avec 1O2.

C.4.5 Pyridine

La pyridine (C5H5N) est une base faible aromatique avec un atome N comportant deux
électrons célibataires en son centre. La pyridine combinées à des nucléotides [338] forme les bio-
molécules NADH/NAD+ (état non-phosphorylé) et NADPH/NADP+ (état phosphorylé). Ces
molécules sont impliquées dans de nombreux mécanismes d’oxydo-reduction dont la production
d’ERO, comme O.−

2 , essentiels du métabolisme cellulaire.

C.4.5.1 Pyridine : désactivateur potentiel de H2O3

La pyridine serait selon J. Cerkovnik un bon désactivateur de H2O3
[200]. Le coefficient de

réaction de la pyridine avec H2O3 n’a à notre connaissance jamais été mesuré. La concentration
maximale non-toxique de pyridine a donc été ajoutée au PBS lors des irradiations. Afin d’évaluer
la toxicité de pyridine, les cellules ont été exposées à des concentrations de 0.1, 1, 10, 30 et
100mM de pyridine diluée dans du PBS pendant 4h. Une fois le PBS remplacé par du milieu de
culture (DMEM), les cellules ont été suivies pendant 48h. Après une exposition à 30mM, la mort
cellulaire est équivalente à la mort basale. Après une exposition de 4h à 100mM de pyridine, les
cellules montrent des symptômes de détresse morphologique, la division des cellules est ralentie,
et la mort cellulaire dépasse le double de la mort basale (10% au lieu de 3-4% en 48h).

La pyridine est utilisée comme solvant dans des études sur l’effet de O.−
2

[248], elle ne désactive
donc pas le superoxyde. Elle est également un mauvais désactivateur de 1O2 (constante de vitesse
K=105M−1s−1 [235]).

C.4.5.2 Pyridine : toxicité en présence de ERO

L’irradiation en présence de pyridine seule n’a pas d’effet significatif sur la mort cellulaire.
Nous irradions les cellules en présence de pyridine et de 1mM de KI, et nous attendons à
une fraction de cellules mortes inférieure ou égale à la fraction de cellules mortes obtenues
en présence de KI, donc une fraction de cellules mortes très faible pour une distance au laser
r>15 µm. La pyridine réagit avec I2 [339] dans des solvants apolaires, mais nous n’avons pas
trouvé d’indications qu’elle puisse réagir avec I−, et donc KI, dans le PBS.

Le profil spatial de la FCM, figure C.17, montre une réduction statistiquement significative
de la FCM pour 5<r<15 µm. La FCM est toutefois beaucoup plus élevée sur r≥15 µm que la
FCM en présence de KI seul. Nous en concluons que la pyridine réagit avec 1O2 ou un de ses
sous produits pour générer des espèces toxiques.

Cette toxicité accrue en présence de pyridine, et le manque d’information sur H2O3 et ses
propriétés d’interaction avec la pyridine, empêche de conclure sur la présence ou l’absence de
H2O3. La pyridine (lorsqu’elle est combinée avec KI et de la catalase) est néanmoins le seul
désactivateur autre que la BSA à réduire la FCM sur l’intervalle 5<r<15 µm. Il serait donc
pertinent de poursuivre des recherches dans le sens de la détection de H2O3.
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(a) (b)

Figure C.17 – Effet de la pyridine sur la fraction de cellules mortes lors d’une
irradiation extra-cellulaire. Figure (a) Fraction de cellules mortes en fonction de la distance
r au laser, pour différents des désactivateurs présents dans le PBS, 3mM de BSA, 1mM de KI, ou
30mM Pyridine +1mM KI + 4 µm catalase. Chaque point est la FCM calculée sur un intervalle
de 5 µm [r-2.5 µm : r+2.5 µm]. Figure (b) FCM pour une distance au laser 0<r<5 µm (cellules
12<ncell <25), 5≥r≥15 µm (30<ncell <60), et 15-35 µm (50<ncell <150). Barres d’erreurs :
erreur standard à la moyenne estimées par méthode bootstrap. Indicateurs statistiques : *
p<0.05, *** p< 0.001
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Annexe D

Irradiation de cellules en flux

Dans le chapitre 3 (section 3.3.4), nous cherchons à identifier si des composés organiques pré-
sents sous forme de débris dans le milieu extra-cellulaire, ou secrétés par les cellules, participent
aux réactions de 1O2 qui permettent de former des espèces réactives de l’oxygène secondaires.
Le dispositif expérimental est présenté dans la partie Protocole et Méthodes du Chapitre 3.
Cette annexe présente le protocole de culture cellulaire associé, le calcul analytique de la vitesse
de flux et les simulations numériques des concentrations d’espèces lors d’une irradiation sous
flux.

D.1 Culture cellulaire

Nous souhaitons ensemencer des cellules sur une fraction de lame en verre de 25mm×75mm×0.170mm
(Ibidi, ref 10812), de la forme d’un canal de 50mm×5mm. Pour ce faire, la zone qui n’est pas
à ensemencer est recouverte d’une fine couche de graisse à vide (Apiezon ’M Grease’ Silicon &
Halogen free 25g). La graisse à vide est hydrophobe et permet de déposer 1mL de milieu de
culture (DMEM) contenant des cellules sur le canal. Les cellules sont cultivées pendant 48h,
avec un changement de milieu au bout de 24h. Une confluence d’environ 50% est attendue à
la fin des 48h. Pour ne pas faire subir aux cellules un choc osmotique, un film de milieu doit
toujours couvrir les cellules.

48h après ensemencement, le milieu de culture est retiré et remplacé par du PBS contenant
1X de CellTox Green. Le PBS est retiré pour l’assemblage de la lame avec une puce en plastique
dans lequel est gravé un canal ouvert de 50mm×5mm×0.1mm (Ibidi, ref 81128). Une pression
est appliquée sur la zone de contact entre la puce et la graisse à vide pour assurer l’adhésion de
deux composants. Du PBS (contenant 1X de CellTox Green) est ajouté jusqu’à remplir le canal
et les deux entrées.

La puce est ensuite reliée au circuit fluidique et placée sous le microscope. Avant de relier
la puce, le circuit est rempli avec du PBS à température ambiante contenant 1X de CellTox
Green, et le flux (0.5mL/h) stabilisé. Une puce sans cellules est reliée au circuit le temps de la
stabilisation du flux.

D.2 Concentrations des espèces chimiques

Les cellules sont irradiées en présence d’un flux de 0.5mL/h (soit une vitesse moyenne
Vmoy=0.19mm/s dans un canal de section 5mm×0.15mm) en section 3.3.4. Des simulations
permettent d’estimer l’effet du flux sur le profil de concentration spatial des espèces, et les
éventuelles asymétries engendrées.
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Figure D.1 – Profil théorique de la vitesse de flux, dans un canal de section 5mm×150 µm
pour un flux de 0.5mL/h (vitesse moyenne vm=0.19 mm/s). Les deux profils tracés donnent un
encadrement des vitesses de flux en fonction de la position des cellules dans le canal.

D.2.1 Vitesse de flux

La vitesse du flux détermine l’effet du flux sur les cellules et sur la diffusion des espèces extra-
cellulaires. Un renouvellement trop faible du milieu provoque de la mort cellulaire (déplétion
des nutriments etc.). Un flux trop grand exerce de fortes contraintes de cisaillement sur les
cellules, et provoque des dommages. Une vitesse moyenne de flux Vmoy=0.19mm/s produit des
contraintes de cisaillement <0.2 dyn/cm2 [251], en théorie trop faibles pour endommager des
cellules MCF-7 [252–254]. Nous constatons une perte d’adhérence chez certaines cellules pour des
vitesses de flux de l’ordre de Vmoy=1mm/s.

La vitesse du flux en tout point du canal peut être calculée analytiquement [340]. L’équation
analytique est une approximation calculée par la méthode intégrale de Ritz [341] (équations (D.1)
et (D.2)).

U(z) = 6U
b h3 (hz − z2) (D.1)

U(Y, Z) = 2
9U(1− Y 2)(1− Z2)(9 + 8Y Z) (D.2)

Avec b la largeur du canal (b=5mm), h la hauteur du canal (h=0.15mm), U la vitesse moyenne
de flux dans le canal, Y=2(y-y0)/b, Z= 2(z-z0)/h, et (y0,z0) les coordonnées correspondant à
la vitesse de flux maximale (soit le centre de la section de 5mm×0.150mm du canal).

La vitesse de flux suit un profil spatial parabolique (annexe D.2.1). La position des cellules
irradiées par rapport au bord du canal détermine la vitesse de flux. Les cellules sont adhé-
rentes au fond du canal (0<z<5 µm). A hauteur des cellules, z=5 µm, la vitesse de flux vaut
3<U<10 µm/s. Au niveau du point focal du laser z=10 µm, 7<U<22 µm/s.

D.2.2 Simulation de la concentration d’espèces

La flux a une conséquence sur la concentration d’espèces chimiques, et peut induire une
asymétrie de concentration selon l’axe de propagation du flux. L’effet du flux, simulé numéri-
quement, dépend de la durée de demi-vie de l’espèce considérée. Les profils de concentration
obtenus pour des espèces chimiques subissant une dégradation du premier ordre sont représentés
figure D.2.
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Figure D.2 – Simulation du profil de concentration [ERO] avec et sans flux pour des
espèces de demi-vie τ1/2. Espèces subissant une dégradation du 1er ordre dans le PBS. Le
flux est dirigé de X- (amont) en X+ (aval). La concentration d’ERO est normalisée par rapport
à la concentration X=0 en absence de flux. La concentration est moyennée en z, sur 0<z<5 µm
(hauteur d’une cellule), et Y=0 (position laser). Une forte asymétrie apparaît en présence de
flux pour τ1/2 ∼ 1s. De plus, pour τ1/2 ∼ 5min, la concentration d’ERO est fortement réduite.

La simulation d’une irradiation en présence de flux requiert quelques modifications de la
physique utilisée dans le logiciel Comsol Multiphysics pour simuler les concentrations d’espèces
sans flux. Une physique "écoulement laminaire" est ajouté en amont de la physique de transport
d’espèces diluées. Un flux laminaire entrant avec vitesse moyenne Vmoy=0.19 mm.s−1 définit le
flux de 0.5mL/h dans un canal. Le profil de concentration est calculé une fois l’état stationnaire
stationnaire du flux atteint.
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