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Introduction

Après une thèse en physique atomique sur le ”Pompage optique de l’hélium
en condition non standard” en vue de comprendre les mécanismes de production
d’hélium-3 gazeux très polarisé et dense pour une exploration de la fonction des
voies respiratoires chez l’homme par IRM, j’ai décidé de faire un post-doctorat dans
le domaine des atomes froids dans le groupe d’E. Arimondo à Pise. Durant cette
période, je me suis intéressé à différents sujets comme le refroidissement sympathique
dans un mélange atomique ou à la dynamique d’un condensat de Bose Einstein
dans un réseau optique. Je ne rappellerai que brièvement dans cette introduction
mes activités dans le domaine des atomes froids pour présenter l’émergence d’une
nouvelle activité à l’interface entre physique, chimie et biologie au sein du laboratoire
PhLAM.

Le refroidissement sympathique dans un mélange est une voie très prometteuse
pour atteindre le régime de dégénérescence pour des espèces atomiques qui ne
peuvent être efficacement refroidies par évaporation directe, ou encore pour la pro-
duction des molécules hétéronucléaires possédant un dipôle important qui peut être
mis à profit dans des réalisations de portes logiques quantiques. Pour que le refroidis-
sement sympathique soit efficace, il faut s’assurer que le taux de collisions élastiques
entre espèces soit plus important que celui des collisions inélastiques qui peuvent
introduire de fortes pertes dans le processus de thermalisation. Dans un mélange
ultrafroid, l’interaction entre les espèces est principalement décrite en terme d’un
paramètre clef, la longueur de diffusion as en onde s, qui détermine l’efficacité du
refroidissement sympathique. L’étude des propriétés collisionnelles d’un mélange ul-
trafroid de Rb-Cs en vue d’une condensation par refroidissement sympathique du
133Cs par le 87Rb, a montré qu’il est possible de refroidir les deux espèces jusqu’à des
températures de quelques dizaines de µK. Des simulations des collisions ont montré
qu’avec la longueur de diffusion as mesurée, on pouvait atteindre ce régime pour
la condensation du 133Cs mais que les densités d’atomes de 87Rb accessibles dans
l’expérience étaient trop faibles. En 2011, l’équipe d’atomes froids de S. L. Cornish
a réussi à refroidir sympathiquement le 133Cs avec du 87Rb et atteindre le régime de
dégénérescence suffisant pour obtenir un double condensat de Bose.

L’effet tunnel Landau Zener est un exemple d’un problème tunnel dans lequel
des particules quantiques peuvent franchir une barrière de potentiel par croisement
entre deux niveaux d’énergie du système. Ce phénomène est décrit par la solu-
tion d’une équation de Schrödinger avec un Hamiltonien du système dépendant du
temps. L’étude de cet effet tunnel Landau Zener peut être menée avec l’accélération
de condensats de Bose-Einstein dans des réseaux optiques. En effet, les potentiels
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lumineux permettent un contrôle du transport dans les bandes d’énergie de systèmes
quantiques périodiques : la profondeur du réseau optique contrôle la barrière tunnel
alors que l’accélération du réseau contrôle la dépendance en temps de l’hamilto-
nien qui gère l’effet tunnel. La dynamique d’un condensat de Bose, quand le po-
tentiel périodique obtenu par le réseau optique est accéléré, conduit à des oscilla-
tions de Bloch dans la bande fondamentale et à des effets tunnels Landau-Zener as-
symétriques qui dépendent du sens de passage entre les différentes bandes d’énergie.
Au-delà d’un déplacement critique, le condensat subit une réflexion de Bragg et pour
des densités d’atomes élevées (typiquement ∼ 1014 cm−3), la première réflexion de
Bragg génère des solitons et des vortex qui déstabilisent la cohérence du condensat.

La spectroscopie pompe-sonde permet de préparer les atomes piégés dans des
états internes bien choisis qui peuvent être la base binaire de calcul quantique. Les
réseaux optiques 3D traditionnels présentent une forte densité de sites, de périodicité
de l’ordre de λ/2 (λ est la longueur d’onde de la lumière). Cette propriété est un
inconvénient lorsque ces réseaux sont chargés à partir d’un piège magnéto-optique
(PMO), car elle mène à un taux de remplissage du réseau largement inférieur à
l’unité (typiquement, un site sur cent sera occupé par un atome). J’ai été recruté
en 2005 dans l’équipe atomes froids du PhLAM (P. Verkerk et D. Hennequin) pour
étudier la dynamique d’atomes froids dans un réseau optique de pièges annulaires.
Un tel réseau, réalisé sur le bleu de la transition atomique, permet, tout en conser-
vant un grand volume de capture, de confiner étroitement des atomes froids dans
les directions radiale et longitudinale. Ce réseau optique de pièges annulaires est ob-
tenu expérimentalement en faisant interférer un faisceau cylindrique creux avec un
faisceau gaussien contra-propageant obtenu à l’aide une paire de lentilles coniques
(axicons). L’interaction des atomes d’un même site ou de deux sites voisins, et leur
dynamique dans un tel réseau donne alors lieu à des effets nouveaux. On peut par
exemple envisager l’observation de la transition entre un régime de grande diffusion
des atomes dans le réseau et un régime de localisation des atomes dans les sites, ana-
logue à la transition conducteur-isolant de Mott, en physique du solide. L’occupation
régulière de tous les sites du réseau est aussi une condition nécessaire pour réaliser
une porte logique quantique par le contrôle de l’interaction entre atomes de sites
adjacents. D’autres applications liées au fort taux d’occupation sont envisageables
comme, par exemple, la condensation de Bose-Einstein dans un réseau.

En 2007, j’ai démarré une nouvelle activité à l’interface entre physique, chimie
et biologie avec le dépôt d’un brevet de deux collègues du laboratoire PhLAM, J.
Zemmouri et I. Razdobreev, concernant la possibilité d’induire de la mort cellu-
laire par excitation directe de l’oxygène singulet. L’oxygène dans son premier état
électronique excité (oxygène singulet) est une espèce chimique très réactive qui joue
un rôle majeur dans de nombreux processus de photo-oxydation tant en chimie
qu’en biologie. L’oxygène singulet est généralement produit par réactions chimiques
ou photochimiques. Les photosensibilisants, sous l’action d’une lumière laser visible,
sont amenés de l’état fondamental à un état excité puis relaxent en présence de
l’oxygène qui capte l’excès énergétique et passe à l’état singulet. La forte réactivité
de l’oxygène singulet peut induire un stress oxydant conduisant à la mort cellulaire.
Nous avons montré que l’excitation laser directe de l’oxygène singulet à 1270 nm,
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sans utilisation de substance photosensibilisante, peut induire la mort cellulaire.
En raison de sa simplicité, cette nouvelle approche de photothérapie laser, peut
potentiellement surmonter des problèmes associés à l’administration systémique de
photosensibilisants en thérapie (photosensibilité du patient, évacuation du photo-
sensibilisant de l’organisme). Par ailleurs, ces travaux ont conduit à des études pho-
tochimiques pour caractériser la cinétique de l’oxygène singulet créé à 1270 nm afin
d’évaluer quantitativement sa production ainsi que sa réactivité. A terme ces études
pourraient conduire à développer des rapporteurs biologiques utilisables in vitro qui
renseignent sur les réponses physiologiques des cellules au stress oxydant.

L’expérience acquise dans le domaine du stress oxydant a permis d’étendre les
activités de l’équipe à l’étude de la réponse à un stress thermique (par laser), ce
qui permet d’étudier non seulement une autre voie de signalisation cellulaire, mais
également la cinétique d’activation de gènes en réponse au stress. La réponse au
choc thermique est caractérisée par l’activation de l’expression de protéines de choc
thermique, sous le contrôle de facteurs de transcription appelés Heat Shock Factors
(HSFs) pour les cellules humaines. En réponse à une élévation de température, des
modifications profondes d’expression des protéines se produisent au sein de la cellule.
Les mécanismes de réponse au stress sont contrôlés par des régulations complexes
avec de multiples partenaires. La cinétique temporelle du recrutement du facteur de
transcription (HSF1) est étudié dans des expériences de vidéo-microscopie. L’origi-
nalité de cette étude est d’induire un stress par laser, ce qui permet de contrôler les
amplitudes et cinétiques du choc thermique. Nous avons aussi décrit un modèle mi-
nimal de la réponse au choc thermique avec les données expérimentales. Le modèle
décrivant le réseau de régulation moléculaire de réponse au choc thermique permet
de i) prédire des mécanismes de réponse suivant différents types de stress ii) d’évaluer
les contributions des principales réactions impliquées dans le mécanisme de stress
thermique.

Le projet ”Oxygène singulet” a démarré avec une question d’interaction lumière-
cellule vivante sur la possibilité d’exciter directement l’oxygène dans son état singu-
let. Très vite, cette activité expérimentale s’est projetée dans le fait d’intégrer une
salle de culture cellulaire au sein d’un laboratoire de physique ainsi que d’acquérir
une culture sur les questions biologiques associées à la mort cellulaire. Une première
étape importante des activités a consisté à de nombreux développement expérimentaux
avec mes collègues P. Suret et S. Randoux pour la partie optique (développement de
nouvelles sources laser Raman), I. El-Yazidi Belkoura du laboratoire de Glycobiolo-
gie Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle pour la partie biologie, et le travail de
fond de la thèse de F. Anquez (2007-2010). Fort de ces résultats, une deuxième étape
a consisté à introduire des mesures quantitatives sur la production de l’oxygène sin-
gulet avec notamment des collaborations avec des chimistes (C. Pierlot, J. M. Aubry
du laboratoire de Chimie Moléculaire et Formulation de l’Université Lille 1, A. Bar-
ras et R. Boukherroub de l’équipe ”Nanobiointerfaces” de l’Institut de Recherche
Interdisciplinaire de Lille). Une autre dimension importante des activités est liée
aujourd’hui aux voies de signalisation et de régulation au niveau cellulaire du stress
thermique dans le cadre de la thèse d’A. Sivéry (2010-2014) et une collaboration
avec Q. Thommen du groupe de ”Dynamique des réseaux biologiques”. Toutes ces
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collaborations entre physiciens, chimistes et biologistes nourrissent aujourd’hui une
activité importante de l’équipe avec une vision intégrative de questions biologiques.
Je ne présenterai dans ce manuscrit que les travaux concernant les activités liées à
la dynamique du stress en cellules vivantes avec dans une première partie, les études
du stress oxydant avec la création d’oxygène singulet sans photosensibilisant et dans
une seconde partie les études cinétiques liées aux mécanismes mis en jeu lors d’un
stress thermique au niveau cellulaire.



Chapitre 1

Stress oxydant et mort cellulaire

1.1 Stress oxydant et production d’oxygène sin-

gulet photosensibilisée

Le stress cellulaire peut-être de nature variée (mécanique, chimique, thermique...)
et le déséquilibre homéostasique associé peut générer plusieurs types de réponses al-
lant de la réparation et/ou à la mort cellulaire. Le stress oxydant est caractérisé
par la présence d’Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO) qui, lorsqu’elles sont en
excès, dépassent les capacités de barrière antioxydante de la cellule. Les ERO com-
prennent des radicaux libres de l’oxygène (.OH , O.−

2
...) et des dérivés non radicalaire

(H2O2) qui sont formés dans les cellules. Ces ERO, par leur nature instable, sont
particulièrement réactives et sont capables de provoquer des dégâts cellulaires im-
portants comme des cassures et des mutations de l’ADN, l’inactivation de protéines
et enzymes, l’oxydation de pigments ou de sucres. Les ERO peuvent aussi induire
de processus de peroxydation lipidique au sein des acides gras polyinsaturés des
lipoprotéines ou de la membrane cellulaire [Favier 03].

Dans cette famille des ERO, l’oxygène singulet (1O2) qui est le premier état
électronique excité de la molécule de dioxygène joue un rôle particulier : sa conforma-
tion électronique lui confère une très grande réactivité chimique [Derosa et Crutchley
02,Maisch et al. 07]. Il est en général produit quand un photosensibilisant exogène
ou endogène absorbe une radiation visible ou UV en présence de dioxygène alors que
les autres ERO sont en général produites durant des processus physiologiques dans
la cellule par des enzymes de type NADPH oxydase. En biologie, l’oxygène singulet
peut être activé chimiquement par exemple dans la décomposition de péroxydes d’hy-
drogène comme dans des mécanismes de réponse par ≪ bursts ≫ oxydatifs chez les
neutrophiles, ou physiquement par l’activation d’un photosensibilisant (PS) comme
dans la photosynthèse de la chlorophylle chez les plantes ou chez les humains.

Les premières observations de mort cellulaire induite par activation d’un PS pour
produire de l’1O2 datent du début du XXe siècle. O. Raab et H. Von Tappeiner ont
montré que l’action de l’acridine (PS), activée par la lumière pouvait induire la mort
cellulaire de paramécies [Raab 00,Tappeiner et Jodlbauer 04,Tappeiner 09]. C’est
grâce aux travaux de R. S. Mulliken [Mulliken 28] qui décrira les niveaux d’énergie
du dioxygène que C. S. Foote proposera les mécanismes d’oxidation photosensibilisée
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10 CHAPITRE 1. STRESS OXYDANT ET MORT CELLULAIRE

avec l’oxygène singulet [Foote 68] (voir figure 1.1).

Figure 1.1 – Mécanismes photophysiques de production d’oxygène singulet. La
création photosensibilisée d’1O2 requiert trois éléments : la lumière, un photosensi-
bilisant (PS) et le dioxygène (O2) (schéma a). Le PS, dans son état excité triplet(T1)
peut produire deux types de réactions. Dans la réaction de type I, il peut directement
réagir avec la membrane cellulaire ou avec une molécule pour former un radical de
type anion ou cation. Dans les réaction de type II, l’état triplet du PS peut transférer
son énergie à l’état fondamental du dioxygène (3O2) pour former l’1O2. Le ratio entre
les réaction de type I et II dépend de la nature du PS et de la concentration locale
d’O2. A l’échelle moléculaire, la création photosensibilisée d’1O2 est un processus in-
trinséquement complexe (photoblanchiment du PS, réaction avec l’oxygène singulet
produit), ce qui rend difficile une dosimétrie prédictive et quantitative en PDT. Le
projet ”Oxygène Singulet” consiste à créer directement de l’1O2 sans PS, en exci-
tant la transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] à 1270 nm (schéma b) pour induire la mort

cellulaire.

La très grande réactivité de l’oxygène singulet peut être mise à profit pour le
traitement de certaines maladies. Les réactions d’1O2 avec des molécules au niveau
cellulaire peuvent générer des réponses de stress en photobiologie et en photothérapie
médicale [Dougherty et al. 76,Dougherty et al. 98]. L’application la plus répandue
de création d’1O2 avec des photosensibilisants est la photothérapie dynamique (ou
Photodynamic Therapy, PDT) qui est utilisée en médecine pour traiter certains
types de cancers [Dougherty 02] ou des dégénérescences maculaires liées à l’âge [SE
00]. La PDT cible des cellules ou des tissus spécifiques en délivrant de façon sélective
des photosensibilisants exogènes et une irradiation lumineuse localisée.
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La génération d’1O2 via un photosensibilisant peut présenter de nombreux in-
convénients. D’un point de vue du clinique, le PS qui est une substance invasive, se
répand dans tout le corps et peut rendre le patient photosensible pendant plusieurs
jours. De plus la biodistribution, le franchissement de barrière membranaire et la
reconnaissance spécifique de la cellule tumorale dépend de la nature même du PS uti-
lisé. Concernant la sélectivité vis à vis de la cellule cible, des PS dits de 2ème et 3ème

génération, vont être fonctionnalisés avec des molécules de reconnaissance comme
des sucres (PS glycoconjugués avec du mannose [Ballut et al. 12]), des peptides [Be-
chet et al. 10] ou des anticorps monoclonaux. D’un point de vue fondamental, le
rendement quantique de production d’1O2 avec le PS, qui dépend fortement de l’en-
vironnement, rend difficile l’interprétation des doses léthales en thérapie. Le temps
de vie d’1O2 est d’environ de 3 µs dans l’eau, si on estime le cas d’une diffusion
libre, il parcourt environ 100 nm sur sa durée de vie. La distribution spatiale du
PS définit donc précisément où 1O2 est généré et définit une réponse cellulaire spa-
tiale du stress oxydatif [Redmond et Kochevar 06]. Il faut noter par ailleurs que
la localisation du PS dans les compartiments cellulaires déterminés (mitochondrie,
membrane...) dépend de la nature du PS lui-même et du type cellulaire [Castanoa et
al. 04,Castanoa et al. 05]. Cette localisation rend donc difficile les études qualitatives
et quantitatives dans le toxicité de 1O2 dans la mort cellulaire.

En PDT, l’un des axes de recherche actuel est de pouvoir estimer la quantité
d’1O2 généré afin d’optimiser la dosimétrie du traitement (concentration du PS,
quantité de lumière et temps d’irradiation, vectorisation intracellulaire du PS...)
afin de pouvoir optimiser l’efficacité de cette thérapie du cancer [Dysart et al. 05].
Le complexe PS-1O2 constitue donc un système dynamique complexe qui rend non
triviale une estimation quantitative et prédictive de la dose d’oxygène singulet in-
tracellulaire.

1.2 Contexte et motivations

C’est dans ce contexte que nous avons démarré le projet ”Oxygène Singulet” avec
P. Suret, S. Randoux pour la partie optique, I. El-Yazidi Belkoura du laboratoire
de Glycobiologie Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle pour la partie biologie,
et la thèse de F. Anquez (2007-2010). Ces études proposent une alternative à la
PDT ”standard” en produisant directement, sans photosensibilisant, de l’1O2 via
la transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] à 1270 nm afin de pouvoir induire un stress

oxydant pouvant conduire à la mort cellulaire. D’un pont de vue fondamental, cette
approche permet de mieux appréhender les mécanismes fonctionnels mis en jeu lors
de l’activation d’un stress oxydant au niveau cellulaire.

Contrairement à beaucoup d’autres molécules, l’état fondamental du dioxygène
(O2[

3Σ−

g ]) est un triplet de spin. D’un point de vue des règles de transition, si on
considère cette molécule isolée (cas d’un gaz), la transition de l’état fondamental
à l’état 1O2 est ”interdite” à l’ordre dipolaire électrique [Mulliken 28, Schweitzer et
Schmidt 03]. En solution (i. e. en phase dense), la probabilité d’absorption aug-
mente : le temps de vie de 1O2 passe de 72 minutes dans un gaz à 3.5 µs dans l’eau.
Si on compare la section efficace d’absorption dans l’eau d’un PS ∼ 10−18 cm2 à



12 CHAPITRE 1. STRESS OXYDANT ET MORT CELLULAIRE

celle de l’absorption directe de du dioxygène à 1270 nm ∼ 10−23 cm2, on a une
probabilité de production d’1O2 qui est 5 ordres de grandeur plus faible à 1270 nm
que celle d’un PS [Jr. et al. 08,Sivery et al. 13a].

En conséquence de cette faible efficacité de production d’1O2 sans PS, seules
quelques travaux ont été entrepris dans les systèmes biologiques. Nous pouvons citer
les études sur des effet de transitions structurales réversibles dans la biomembrane
et sur le traitement de tumeurs chez le rat [Zakharov et Ivanov 99]. Récemment,
des résultats préliminaires sur le traitement de basaliomes avec des irradiations à
1260 nm indiquent une réduction du tissu tumoral [Yusupov et al. 10]. Ces études
ne montrent pas de façon claire l’implication directe de l’oxygène singulet et de son
caractère cytotoxique avec entre autre la possibilité d’induire aussi à 1270 nm un
stress thermique pendant l’irradiation laser.

1.3 Mort cellulaire induite in vitro par activation

directe à 1270 nm de l’oxygène singulet

Au démarrage de ce projet, les sources lasers commerciales à 1270 nm ne permet-
taient pas d’obtenir de grandes puissances (∼ 100 mW ) ni d’accordabilité autour de
1270 nm. Nous avons donc réalisé au sein du laboratoire PhLAM, avec P. Suret et
S. Randoux, un laser de puissance basé sur une technologie de laser Raman à fibre
pour pouvoir sonder la transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] avec une résolution spectrale

de l’ordre du nm. Cette source peut fournir jusqu’à 2.5 W dans la gamme 1239-1297
nm [Anquez et al. 10].

Les cellules choisies dans le cadre de ces expériences in vitro, sont des cellules
épithéliales humaines du cancer (adénocarcinome) du sein chez la femme MCF-
7 (Michigan Cancer Fundation). Elles constituent une référence en recherche sur
le cancer et sont bien caractérisées notamment dans les voies de signalisation de
mort cellulaire. Dans les premiers essais, les cellules étaient préparées par I. El-
Yazidi Belkoura au laboratoire de signalisation des facteurs de croissance dans le
cancer du sein de l’université Lille 1, et irradiées au PhLAM. Assez rapidement,
nous avons choisi de réaliser une salle de culture au sein du laboratoire pour pouvoir
travailler dans des conditions permettant de limiter des transports (et d’éventuelles
contaminations) et de mieux synchroniser les expériences.

Afin de pouvoir simplifier l’environnement de la tumeur, ces études in vitro ont
été menées en microscopie optique afin de pouvoir visualiser la mort des cellules
irradiées par laser sur une population de cellules. Le développement d’un incubateur
régulé en gaz et en température a permis d’observer jusqu’à trois jours les cinétiques
de mort cellulaire.

Lorsque les cellules sont irradiées à 1270 nm (∼ 100 W.cm2-3 h), on observe
à partir d’une quinzaine d’heures post-irradiation, un changement morphologique
de ces dernières. 27 heures post-irradiation, les cellules sont toutes mortes dans un
diamètre de 200 µm centré sur le spot laser. Ces changements morphologiques ont
été corrélés avec un test d’exclusion au bleu Trypan associé à la mort cellulaire
(Fig. 1.2) ainsi que des marqueurs AnnexinV et iodure de propidium pour marquer
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respectivement l’apoptose et la nécrose. L’apoptose des cellules observées 15h post
irradiation est corrélée à une morphologie plus arrondie des cellules. Les cellules
passent alors en nécrose secondaire environ 20 heures post-irradiation.

Figure 1.2 – Images de cellules MCF-7 irradiées (∼ 100 W.cm2-3 h) à différentes
longueurs d’onde (images du haut à 1270 nm et en bas à 1247 nm). La taille des
images est de 407 × 435 µm2. A gauche et droite, on observe respectivement les
cellules avant et 27h post irradiation. La zone d’irradiation par laser (FWHM= 300
µm, P∼100mW ) est représentée par un cercle noir. A 1270 nm, les cellules sont
toutes mortes dans un diamètre de 200 µm centré sur le spot laser. Aucune mort
cellulaire n’est observée à 1247 nm. La viabilité cellulaire est déterminée par le
changement de critères morphologiques corrélés à un test d’exclusion au bleu Trypan.

La première vérification de l’effet direct de la génération d’1O2 à 1270 nm est la
construction du spectre d’action de la mort des cellules en fonction de l’absorption de
la transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] (Fig. 1.4). Ce résultat est assez remarquable car

il permet pour la première fois de montrer qu’il est possible de générer directement
(sans PS) une quantité d’oxygène singulet permettant d’induire de la mort cellulaire.

Afin de confirmer ce résultat, des expériences mettant les cellules soit en hypoxie
(saturation en N2) ou en hyperoxie (saturation en O2) ont permis d’observer une
dépendance du dioxygène sur la mort cellulaire. Après avoir saturé le milieu de
culture pendant 2h30 et, pendant l’irradiation, aucune mort cellulaire est observée
en hypoxie tandis qu’en hyperoxie, la mort cellulaire est plus importante et rapide
qu’en condition standard (Fig. 1.5).

1.4 Effets thermiques

Vu les intensités d’irradiation de ces expériences (∼ 100 W/cm2), il est légitime
de s’intéresser aux effets thermiques sur les cellules. En effet, l’absorption de la
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 1.3 – Cellules MCF-7 irradiées à 1270 nm(∼ 70 W.cm2- 1h30) et observées
24h post irradiation. Afin d’évaluer le type de mort induit, un marquage fluores-
cent AnnexinV et PI (Iodure de Propidium) permet d’observer respectivement les
résidus de phosphatidylsérine et l’ADN. L’AnnexinV marque la perte d’assymétrie
membranaire, qui peut être associée à l’apoptose précoce [Vitale et al. 93,Honda et
al. 00, Lecoeur et al. 01]. Le PI, qui est un intercalant de l’ADN, lors de la perte
d’intégrité membranaire, est associé aux premières étapes de une nécrose [Elmore
07]. (a) Les cellules irradiées sont bien marquées Annexin V (a) et au PI (b). En
sommant les images (a) et (b), on observe sur les cellules un co-marquage associé à
la nécrose. Sur une image en lumière blanche par transmission (c), la morphologie
des cellules irradiées est très différente des cellules témoin avec notamment une forte
altération de la membrane.

lumière à 1270 nm par l’eau est d’environ 0,5 cm−1 [Hale et Querry 73]. Une mesure
de température optique in situ, basée sur des changements de fluorescence de la
rhodamine [Sakakibara et Adrian 99,SS et al. 05], a permis d’évaluer l’augmentation
de la température à 1270 nm dans des conditions expérimentales standard (100 mW
sur 200 µm). Le rhodamine B présente une fluorescence sensible à la température
(vers 550 nm) : sa fluorescence diminue lorsque l’élévation de la température avec
une pente de 2%.K−1. La Rhodamine 110 a des caractéristiques spectrales similaires,
mais ne dépend pas tant de la température (0.1%.K−1) : c’est donc un bon colorant
à prendre en compte pour évaluer un possible effet de lentille thermique du laser
à 1270 nm. Le rapport rhodamine B / Rhodamine 110 est d’abord calibré avec un
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Figure 1.4 – Spectre d’action de la lumière (points rouges) montrant la fraction
de cellules mortes dans un rayon de 200 µm centré sur le spot laser. Le spectre
d’action est fortement corrélé avec celui de la bande d’absorption de la transition
O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] dans l’éthanol (en bleu) [Anquez et al. 10].

contrôle de la température de l’incubateur et ensuite l’élévation du laser à 1270 nm
est ainsi évaluée ∼ 60K.W−1 dans les conditions d’irradiation. Un bon accord de ces
mesures de température de fluorescence a été trouvé avec une simulation numérique
de l’équation de la chaleur par une méthode d’éléments finis. Expérimentalement,
il est facile de compenser cette élévation de température due à l’absorption à 1270
nm en diminuant la température de l’incubateur de contrôle lors de l’irradiation des
cellules afin de minimiser les effets thermiques.

La largeur FWHM de 15 nm du spectre d’action doit être comparée à la largeur
de 100 nm de la bande d’absorption autour de 1210 nm dans H2O [Bayly et al.
63, Singh et al. 84]. Il n’y a pas de formation possible d’1O2 par transfert d’énergie
dans l’eau excitée vibrationnellement pour induire de la mort cellulaire dans ces
expériences. Par ailleurs, on peut remarquer qu’à 1247 nm, l’absorption du milieu
de culture cellulaire est le même qu’à 1270 nm : cette longueur d’onde est donc un
bon témoin thermique.
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Figure 1.5 – Influence de la concentration en dioxygène dissout sur la mort cellu-
laire induite par une irradiation à 1270 nm (200W.cm−2-1h30). Les expériences sont
menées soit en conditions ”normales” pour le milieu de culture (courbe noire, 80%
N2, 20% O2, 5% CO2), soit en hypoxie (points verts) ou hyperoxie (points rouges).
Aucune mort cellulaire n’est observée en hypoxie alors que la population de cellules
mortes est fortement augmentée en hyperoxie.

1.5 Production, réactivité de l’oxygène singulet

et dosimétrie

1.5.1 Production et réactivité de l’oxygène singulet

Prédire un résultat thérapeutique en PDT nécessite entre autre la connaissance
de la quantité d’espèces cytotoxiques générés. Dans ce contexte, une dosimétrie
précise est nécessaire pour assurer un traitement complet avec des résultats cohérents
et reproductibles pour les patients. Lorsque l’oxyène singulet est généré avec un PS,
la dosimétrie implique un ensemble de complexes interactions dynamiques qui in-
cluent le PS lui-même, la lumière, l’oxygène et les différentes cibles biologiques dans
le tissu. On peut souligner des mécanismes différents, comme le photoblanchiment
du PS, ou le bleaching de son état triplet par 1O2 [Georgakoudi et al. 97, Dysart
et al. 05] qui établissent une relation non triviale entre la lumière laser et de l’ 1O2

produit. Avec la génération directe d’1O2, la définition de la dose est directement
liée avec la fluence de la lumière à 1270 nm.

Dans la littérature, il y a peu de données quantitatives quant à l’évaluation des
sections efficaces d’absorption de la transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] à 1270 nm et
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donc de la production d’1O2. Les premiers travaux sont ceux de Krasnovsky et al.
dans des solvants organiques saturés en air [Jr. et al. 03,Jr. et Ambartzumian 04].

Une première étape à la détermination de mesures de production et de réactivités
d’1O2 en cellule vivante a consisté à développer des expériences nouvelles pour
étudier des cinétiques photochimiques en solution. Les résultats de ces études sont
détaillés dans [Anquez et al. 10, Sivery et al. 13b, Sivery et al. 13a]. A terme ces
études devraient conduire à développer des rapporteurs biologiques utilisables in
vitro qui renseignent sur les réponses physiologiques des cellules au stress oxydant.

La production d’1O2 à 1270 nm est évaluée par la cinétique de réaction avec un
piège chimique, que ce soit le 1,3-diphenylisobenzofuran (DPIBF) ou le rubrène qui
sont connus pour réagir fortement avec 1O2 en conduisant à la formation de produits
oxydés selon ce schéma réactionnel :

3O2 + hν1270 −→
1O2 (1.1)

1O2

kd
−→ 3O2 + T (1.2)

1O2 + T
kq
−→ 3O2 (1.3)

1O2 + T
kr
−→ TO2 (1.4)

L’oxygène singulet est ici produit via la transition O2[
3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g] à 1270

nm [Anquez et al. 10] (réaction 1.1). kd est la constante de pseudo vitesse de premier
ordre de la cinétique de désactivation dans le solvant de l’oxygène singulet, définie
comme suit : kd = 1/τ1O2

où τ1O2
est la durée de vie de l’oxygène singulet en

l’absence de piège chimique. T est le piège chimique, kr est la constante de vitesse
de réaction de d’1O2 avec T conduisant à la formation du produit oxydé TO2. kq
est la constante de vitesse de désexcitation d’1O2 avec T par quenching physique.
Les pièges chimiques utilisés sont très réactifs avec l’oxygène singulet : on a donc
kq << kr (limite de diffusion) [Ogilby 10].

Le produit oxydé étant incolore, on peut en mesurant sa variation d’absorbance,
en déduire la quantité d’oxygène singulet ayant réagi. Pour suivre cette cinétique, une
nouveau dispositif expérimental a permis de mesurer en temps réel la concentration
du piège chimique et d’en tirer une expression analytique simple pour son taux
de consommation. Cette vitesse de réaction dépend seulement de deux paramètres
qui peuvent être exprimées en termes de constantes physiques basiques : l’indice
de réactivité β [Higgins et al. 68] et la section efficace d’absorption σ1270 de la
transition O2[

3Σ−

g ] −→ O2[
1∆g]. L’indice de réactivité représente la concentration

de piège chimique à laquelle le quenching d’1O2 par les molécules du solvant (kd) est
égale à la dégradation due au quenching total par le piège (kr) : c’est en fait un bon
estimateur de la réactivité du solvant où réagit 1O2. L’intérêt de cette étude cinétique
est que β et σ1270 peuvent être déterminés simultanément et indépendamment.

La variation du taux de consommation du piège chimique peut en fait se réécrire
simplement à partir des équations 1.1, 1.2 et 1.4 :
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d[T ]

dt
= −

Γ

1 + β[T ]−1
(1.5)

où β = kd/kr est l’indice de réactivité et Γ = σ1270I[O2] est le taux de production
d’1O2 (mol.L−1.s−1) avec σ1270, la section efficace d’absorption à 1270 nm (cm2), I, le
flux de photons et [O2], la concentration d’oxygène dissous dans le solvant (mol.L−1)
(Fig. 1.6).

Figure 1.6 – Cinétique du DPIBF en solvant organique en présence d’oxygène
singulet produit à 1270 nm. En haut, évolution de la concentration du DPIBF
(renormalisée à sa concentration initiale T0 ∼ 100µmol.L−1) dans l’acétone (carrés)
et l’acétone d6 (triangles). En bas, la même évolution dans la représentation de
l’équation 1.5 où on peut évaluer indépendamment les paramètres β et σ1270.

Cette méthode a tout d’abord été validée dans des solvants organiques et a permis
d’obtenir des valeurs de β et σ1270 en très bon accord avec la littérature dans des
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solvants organiques [Sivery et al. 13b].

Krasnovsky et al., se sont récemment intéressés à l’excitation directe à 1270 nm
de l’oxygène singulet dans l’eau (H2O) et l’eau lourde (D2O) [Jr. et al. 06,Jr. et al.
08]. Cette tâche est plus délicate à cause de deux raisons principales. En premier lieu,
la concentration en dioxygène dissout est environ 10 fois plus faible dans l’eau que
que dans les solvants organiques [Lide 09]. Il en résulte un taux de production dans
l’eau proche de la limite de détection de la méthode avec de faibles puissances laser
(∼ 150 mW à 1270 nm) [Jr. et al. 06]. Ce problème peut être en partie contourné
grâce au laser de puissance développé au sein du laboratoire [Anquez et al. 10].
A cette première limitation, vient s’ajouter la non-solubilité du piège dans l’eau.
En effet, DPIBF présente des parties hydrophobes qui provoquent sa cristallisation,
dans l’eau à température ambiante, au bout d’un temps court [Jr. et al. 06].

Une collaboration avec l’équipe de chimistes du laboratoire de Chimie Moléculaire
et Formulation de l’Université Lille 1 (C. Pierlot et J. M. Aubry) a permis d’obte-
nir des pièges chimiques solubles dans l’eau et ayant une grande réactivité avec 1O2. Il
s’agit du Rubrène TétraCarboxylique (tetrapotassium rubrene-2,3,8,9-tetracarboxylate)
[Rigaudy et Cuong 62,Aubry et al. 81]. En suivant la cinétique de photo-dégrédation
de ce piège, la section efficace d’absorption à 1270 nm a été évaluée dans D2O
∼ 7.2 × 10−24 cm2 et dans H2O ∼ 7.6 × 10−24 cm2. La valeur de section efficace
dans H2O est en très bon accord avec celle trouvée dans des mesures extrapolées
d’encapsulation de DPIBF dans des milieux micellaires [Jr. et al. 08]. Fort de ces
résultats, une estimation de la dose d’1O2 pour induire la mort cellulaire in vitro a
pu être établie.

1.5.2 Dosimétrie d’un stress oxydant à 1270 nm

Dans les expériences d’irradiation à 1270 nm, il faut noter que le profil transverse
du faisceau laser est gaussien (FWHM ∼ 300µm), ce qui implique que les cellules
subissent un stress oxydant qui dépend de leur position par rapport au centre du
spot laser. Cette distribution est intéressante car elle permet de définir des doses
seuils d’intensité Ith qui conduisent à la mort cellulaire (Fig. 1.7). Pour induire la
mort cellulaire, le paramètre important est en fait la fluence Fth = Ith × ∆t où ∆t
est le temps d’irradiation.

La concentration cummulée d’oxygène singulet créé s’écrit comme l’intégrale de
son taux de production sur le temps d’irradiation. Cette définition est la même que
celle utilisée par M. S. Patterson et ses collaborateurs [Dysart et al. 05]. Il s’agit de
la concentration d’oxygène singulet totale créée ayant ou non réagi.

Dans le cas d’excitation direct le taux de production, Γ (s−1) est à priori quasi-
invariant dans le temps et la concentration d’oxygène singulet cummulée s’écrit :

[1O2]cum =

∫ Tirr

0

Γ.dt = Γ× Tirr = σ1270.
I

h.ν
.[3O2].Tirr (1.6)

où Tirr est le temps d’irradiation (h), σ1270 la section efficace d’absorption (cm2)
conduisant à la production d’oxygène singulet, I l’intensité lumineuse (W.cm−2) à
1270 nm, [3O2] la concentration de dioxygène dans l’état fondamental (mol.L−1). h
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Figure 1.7 – Compilation d’expériences d’irradiation à 1270 nm pour la
détermination des conditions seuils permettant d’induire la mort cellulaire. Dans
ces expériences réalisées à 21 degrés pour minimiser les effets thermiques, l’inten-
sité du laser (I) et le temps d’irradiation (δt) varient respectivement de 50 à 500
W.cm−2 et 15 à 180 min. Le paramètre permettant de définir un seuil léthal n’est
pas l’intensité seuil d’irradiation Ith mais la fluence Fth = Ith × δt = 95W.cm−2.h
(représentée en bleu sur le graphe). En traçant un histogramme des valeurs Fth me-
surées (encart), on trouve une valeur moyenne Fth ∼ 93W.cm−2.h, en bon accord
avec la valeur précédemment ajustée.

est la constante de Planck et ν la fréquence d’une radiation à 1270 nm donc h.ν
représente l’énergie (J) d’un photon à cette longueur d’onde.

La section efficace d’absorption associée à la transition du dioxygène vers on état
singulet est de l’ordre de σ1270 ∼ 10−23cm−2 dans l’eau (voir section précédente).

La concentration en dioxygène dans les cellules est sensiblement égale à la concen-
tration de dioxygène dissout dans le milieu de culture [Finikova et al. 08]. Cette
dernière peut être estimée à partir de la concentration de dioxygène dissout dans
l’eau à 25̊ C qui vaut [3O2] ≈ 200 µmol.L−1 [Lide 09]. Lee Koo et al. ont mesuré la
concentration de dioxygène dissout dans des macrophages. Ils trouvent une valeur
environ deux fois plus grande de [3O2] ≈ 433 µmol.L−1 [Koo et al. 04].

Ainsi, à partir de la fluence seuil Fth, on peut donner un encadrement de la
concentration cummulée d’oxygène singulet créée minimum nécessaire à la mort des
cellules ([1O2]seuil). On trouve entre [1O2]seuil ∼ 4, 6 ± 0, 7 et [1O2]seuil ∼ 9, 2 ±
1, 4 mmol.L−1 selon la valeur choisie pour la concentration de dioxygène. La dose
minimum estimée se situe dans la gamme haute des valeurs disponibles dans la
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littérature de la PDT ([1O2]seuil ∼ 12 ± 1 mmol.L−1 [Georgakoudi et al. 97] ou
encore [1O2]seuil ∼ 8 ± 2 mmol.L−1 [Coutier et al. 01]). Il est probable que d’autres
effets cytotoxiques, liés au photo-agent, soient à prendre en compte selon le type
cellulaire et la nature du PS.

Conclusions et perspectives

Les études réalisées montrent pour la première fois qu’une excitation directe de
l’oxygène singulet à 1270 nm sans PS est efficace pour induire la mort cellulaire, avec
notamment la prise en compte des effets de température. Ces études peuvent aider à
la compréhension des mécanismes en PDT qui est un système dynamique à plusieurs
partenaires. On peut noter que l’excitation directe d’1O2 peut également fournir une
référence pour les études en PDT afin de pouvoir discriminer les réactions de type I
(radical) et de type II (1O2) dans les réponses au stress cellulaire.

Concernant la détection d’1O2 en cellule vivante, les expériences de cinétique chi-
mique sont prometteuses car elles ouvrent la voie de mesures de réactivité avec des
macromolécules impliquées dans le stress oxydant. Nous avons engagé une collabo-
ration avec l’équipe ”Nanobiointerfaces” de l’Institut de Recherche Interdisciplinaire
de Lille (A. Barras et R. Boukherroub) pour rendre hydrophyle le DPIBF dans des
nanoparticules lipidiques et l’internaliser dans des cellules afin de pouvoir mesurer
la production d’1O2 ainsi que sa réactivité.

Une perspective très intéressante de ce projet concerne la réponse au stress oxy-
dant d’une cellule unique. La production d’un stress spatialement localisé à l’échelle
d’une cellule entière, ouvre la voie à l’étude d’effets de type bystander sur la pro-
pagation de signaux de stress. Ces effets peuvent être générés soit par la diffusion
d’espèces réactives de longue durée de vie, comme par exemple H2O2, hors des cel-
lules vers les cellules voisines [Redmond et Kochevar 06], soit par communication
inter-cellules via les jonctions GAP [Dahle et al. 00]. En PDT, la sensibilité d’une cel-
lule en réponse à un stress oxydant dépend de la vectorisation du PS dans différents
compartiments cellulaires comme la mitochondrie, le cytoplasme, le noyau ou encore
le reticulum endoplasmique (RE). Par exemple, des cellules présentant un déficit en
respiration mitochondriale peuvent être moins sensibles en PDT : dans les travaux
de Zhao et al., la mitochondrie pourrait être une source d’ERO à faible dose de
PDT [Zhao et al. 11]. Récemment, il a été aussi observé que le RE et les lysosomes
sont aussi impliqués dans l’induction d’ERO lorsque les cellules sont photosensibi-
lisées [Moserova et Kralova 12]. Dans ce contexte, la production directe d’1O2 est
intéressante d’un point de vue de la réponse cellulaire. En effet, en PDT, la lo-
calisation du PS (membrane plasmique, lysosomes, noyau, mitochondrie...) génère
une production d’1O2 elle aussi localisée dans les mêmes organites. En excitation
directe à 1270 nm, en focalisant un laser dans l’organite d’intérêt, on a la possibi-
lité de pouvoir adresser un stress résolu spatialement (∼ µm). Cette perspective est
intéressante pour pouvoir identifier quels sont les compartiments cellulaires les plus
sensibles à la génération d’1O2.

Une imagerie d’autres ERO permettrait aussi de savoir si en PDT, 1O2 est direc-
tement impliqué ou s’il est amplifié dans des cycles pour produire de larges quan-
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tités d’autres espèces cytotoxiques. Il existe aujourd’hui des senseurs fluorescents
(HyPer) qui permettent non seulement de détecter mais aussi de doser le peroxyde
d’hydrogène intracellulaire [Belousov et al. 06]. Il serait intéressant de coupler de
telles sondes et observer leur dynamique avec l’induction d’un stress à 1270 nm.



Chapitre 2

Étude d’un réseau de régulation

minimal : cas du stress thermique

2.1 Contexte et motivation

Il est intéressant de pouvoir proposer un modèle simple de réseau moléculaire de
régulation de stress, qui est un système multi échelle partenaires, pour (i) prévoir des
stratégies et des mécanismes de réponses (ii) évaluer les contributions des réactions
majeures impliquées (iii) trouver les partenaires moléculaires clés comme senseurs
du stress. Nous avons initié un nouveau projet autour du stress thermique car les
mécanismes de régulation sont assez bien décrits dans la littérature et que l’activation
par laser est un moyen de pouvoir contrôler finement les ”séquences” temporelles du
stress thermique. C’est dans ce contexte qu’a débutée la thèse d’A. Sivéry, avec une
collaboration étroite avec Q. Thommen du groupe de ”dynamique de régulation des
réseaux génétiques ” du PhLAM, afin de pouvoir confronter des expériences de suivi
temporel de stress thermiques avec une modélisation simplifiée de ces cinétiques.

Lorsqu’une cellule est soumise à un stress thermique, les protéines peuvent se
dénaturer et s’agglomérer en perdant leur activité biologique. Pour prévenir cette
dénaturation, la cellule va alors produire des protéines chaperons pour renforcer
la nature ternaire des protéines et restaurer leur conformation. Historiquement, les
protéines associées à une réponse à stress thermique ont été appelées Heat Shock
Proteins ou HSPs, même si elles peuvent être impliquées dans d’autres réponses
cellulaires comme le stress oxydatif, la présence de métaux lourds ou l’infection
virale [Linquist et Craig 88,Stewart et Young 04].

La réponse au choc thermique est caractérisée par l’activation de l’expression
des HSPs, sous le contrôle de facteurs de transcription appelés ≪ Heat Shock Fac-
tors ≫ (HSFs). Chez les cellules eucaryotes, c’est la facteur de transcription HSF1
qui est le principal activateur transcriptionnel chez les mammifères [Mcmillan et al.
98]. L’activation d’HSF1 dans le mécanisme de réponse à un stress thermique est
un processus complexe à plusieurs étapes et plusieurs partenaires [Cotto et Mori-
moto 99,Anckar et Sistonen 11] (Fig. 2.1). En cas d’élévation de la température la
protéine HSF1 est libérée du complexe avec HSP70 et HSP90 et se trimérise : elle
est alors transportée dans le noyau où elle est hyperphosphorylée et se lie à l’ADN

23
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sur des cibles chromosomiques appelées ”Heat Shock Element” (HSE) qui sont des
zones promotrices des gènes Hsp. La transcription des principales protéines de choc
thermique telle que HSP90 et HSP70 est ainsi activée, permettant de répondre ac-
tivement au stress thermique. L’atténuation de la réponse au stress thermique im-
plique les HSPs : elles vont réguler négativement l’activité d’HSF1 en le décrochant
des HSE. Ces mécanismes vont permettre de réguler finement l’expression des cha-
perons moléculaires dans la réponse au stress thermique [Kregel 02,Akerfelt et al.
10].

Dans la réponse au stress thermique sur des cellules humaines, HSF1 ne se localise
pas seulement sur les HSE mais il va aussi s’accumuler vers d’autres régions du
génome riches en séquences répétées du satellite (sat) III, péricentromérique du
chromosome 9, pour former des ”granules” de stress ou Nuclear Stress Bodies (nSBs)
[Cotto et al. 97,Jolly et al. 97,Jolly et al. 02]. Les nSBs sont des structures complexes
et leur rôle pas complètement élucidé. Par exemple, les transcrits de sat III restent
associés, plusieurs heures après leur synthèse à des facteurs d’épissage : les nSBs
pourraient agir comme des centres répresseurs pour la transcription au sein du noyau
ou avoir un rôle dans la structure et la fonction de la chromatine [Metz et al. 04,
Chiodi et al. 04,Biamonti et Vourc’h 10]. Les nSBs ont des structures temporelles
très riches associées à la réponse au stress thermique : ils peuvent être activés en
seulement quelques secondes et présenter des relaxations de plusieurs heures suivant
l’intensité et les répétitions de stress. Par ailleurs leur taille de 2 à 3 µm les rendent
accessibles pour leur observation en microscopie [Sarge et al. 97,Jolly et al. 99].

Nos études sur le stress oxydant et l’activation à 1270 nm de l’oxygène sin-
gulet nous ont conduit à évaluer quantitativement les effets thermiques associés.
L’activation d’un stress thermique par laser permet de contrôler i) temporellement
des élévations de température induite sur les cellules ii) spatialement les zones où
on induit un stress. C’est dans ce contexte, que nous nous sommes intéressés à la
dynamique temporelle d’activation et de relaxation de nSBs sur une population de
cellules HEK transfectées HSF1-GFP en microscopie de fluorescence. La transfection
stable de ces cellules a été réalisée dans l’équipe du ”Stress, Cancer et Dynamique
de l’organisation du génome” de C. Souchier et C. Vourc’h de l’Institut A. Bonniot
(Grenoble).

2.2 Modélisation de la réponse au stress thermique :

cas d’un stress continu

La réponse au stress thermique est un processus complexe contrôlé par des
mécanismes de régulation ayant des activations induites par le stress lui-même et des
rétroactions avec des partenaires multiples [Anckar et Sistonen 11]. Dans ce contexte,
il est important de proposer un modèle moléculaire pour le réseau génétique qui
régule la réponse au choc thermique de manière à i) prévoir des stratégies et des
mécanismes de stress thermique ii) évaluer les contributions des diverses réactions.

Nous avons choisi de modéliser dans un premier temps un premier réseau de
régulation décrivant les cinétiques d’activation et de relaxation d’HSF1 pour des
stress continus (41, 42, 43 degrés C - 4 heures) [Abravaya et al. 91]. Des modèles
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Figure 2.1 – Mécanismes de régulation du choc thermique [Kregel 02]. Sous l’ef-
fet d’une élévation de température, le nombre de protéines dénaturées augmentent
nécessitant le recrutement de protéines chaperons (HSPs) pour leur éventuel rena-
turation et le complexe [HSF1 :HSP] (HSP70 et HSP90) va de dissocier. Les HSPs
vont aller se fixer sur les protéines dénaturées et HSF1, initialement sous forme mo-
nomérique va se trimériser dans le cytosol puis se transloquer vers le noyau. Afin de
pouvoir activer la transcription pour synthétiser de nouvelles HSPs, des modifica-
tions post-translationnelles d’HSF1 (phosphorylation, sumolylation et acétylation)
vont permettre de se fixer sur des sites d’activation (HSE, Heat Shock Element) des
régions promotrices des gènes hsp. Il y a alors transcription d’ARN messager qui va
se transloquer du noyau vers le cytosol pour former de nouvelles HSPs. Lorsque les
HSPs ont réalisé la renaturation des protéines, elles viennent à nouveau former un
complexe [HSF1 :HSP] et stopper la transcription.

moléculaires existent dans la littérature pour décrire la réponse au choc thermique
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Figure 2.2 – Cinétique du complexe [HSF :HSE] décrivant la transcription durant
un stress continu. On peut distinguer 3 régimes : lorsque la température du stress
est inférieure à 42 degrés C (stress ”normal”) on observe une pseudo-adaptation
thermique, entre 42 et 43 degrés C (stress ”aigu”) il y a une transcription active
d’HSP alors que pour des températures supérieures à 43 degrés (stress ”chronique”)
on a une accumulation des MFP et une transcription constante. Il y a un bon accord
entre le modèle simplifié (traits) et les données (points) expérimentales de [Abravaya
et al. 91].

chez les cellules humaines [Rieger et al. 05, Szymanska et Zylicz 09, Petre et al.
11] : ils décrivent les équilibres chimiques prenant en compte la dénaturation des
protéines induites par la température, l’activité des HSPs et la rétroaction sur leur
transcription au niveau du gène. Bien que ces modélisations soient très détaillées,
elles ne permettent pas de rendre compte complètement de la cinétique d’activation
et de relaxation d’HSF1 en fonction de l’amplitude et de la durée du stress (Fig.
2.2).

En vue de reproduire ces données expérimentales, et notamment l’activation
constante d’HSF1 à 43 degrés, un paramètre clé dans la modélisation repose sur
l’introduction d’une cinétique de type Michaelis-Menten qui tient compte de la sa-
turation des ressources pour la dissociation du complexe [HSP :MFP] (Fig. 2.3).
Ce type de mécanisme peut par exemple décrire la forme active de HSP90, im-
pliquée dans le complexe [HSP :MFP]. En effet HSP90 est produite dans un cycle
ATP-dépendant qui est un mécanisme où la saturation des ressources énergétiques
peut-être important [Hessling et Buchner 09].

Afin d’avoir une intuition des mécanismes de réponse, nous avons aussi cherché
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Figure 2.3 – Evolution en fonction de la température de la constante de dissociation
du complexe [HSP :MFP] dans une réaction de type Michaelis-Menten. A 43 degrés,
la vitesse de dissociation du complexe est maximum et peut-être liée à un cycle ATP-
dépendant de la forme active (hyperphosphorylée) d’HSP90 [Hessling et Buchner 09].

une représentation plus simple, minimale, de la modélisation en se basant sur l’élimination
adiabatique des variables rapides de la réponse au stress (trimérisation, modifica-
tions post-traductionnelles comme la phosphorylation sumoylation et acétylation,
accrochage sur HSE, transcription d’ARN messager...) dans le cadre de stress conti-
nus. Avec ce réseau minimal, les résultats expérimentaux de [Abravaya et al. 91]
peuvent en effet être reproduits avec 5 équations différentielles (au lieu de 27 dans
les modèles actuels) (Fig. 2.4). La description de la réponse du stress thermique
peut simplement s’expliquer en terme de dissociation du complexe [HSP :MFP] qui
semble être le paramètre important pour expliquer l’adaptation thermique de la
réponse. Grâce à ce modèle, nous avons trouvé un bon accord pour reproduire entre
les données de [Abravaya et al. 91] (Fig. 2.2).

La simulation des cinétiques des différentes populations permet d’appréhender
des mécanismes permettant de décrire la réponse à un stress thermique continu (Fig.
2.5). A 43 degrés, le complexe [HSF :HSP] se dissocie, les HSPs vont se lier sur les
protéines dénaturées (MFPs) et HSP, une fois trimérisé va transcrire de nouvelles
HSPs en formant un complexe [HSF :HSE]. 4 heures post-stress, le pool d’HSF
suffit non seulement à chaperonner les MFPs (leur population retrouve leur niveau
initial à 37 degrés) mais aussi à réprimer leur propre transcription. Par contre, la
population des MFPs est telle que l’on est limité par la vitesse de transcription des
HSPs par HSFs formant ainsi un plateau d’activation d’HSF. A 41 et 42 degrés, la
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Figure 2.4 – Réseau moléculaire simplifié et minimal de régulation de la réponse
à choc thermique continu. Dans les modèles actuels, la constante cinétique kr est

considérée constante dans la réaction [HSP : MFP ]
kr
−→ MFP correspondant à la

séquestration des HSPs. Afin de tenir compte d’un mécanisme limité (par exemple
ATP dépendant), cette réaction est décrite par une équation de type Michaelis-
Menten (saturation des ressources).

quantité d’HSF libre suffit quasi seule (très faible transcription de nouvelles HSPs à
42 degrés) à chaperonner les MFPs.

2.3 Cinétique temporelle des nSBs activés par chauf-

fage laser

Avec le laser Raman décrit dans la section précédente, on peut induire des
élévations de température jusqu’à des ∆T = 30 degrés pour une puissance laser de
1 W (à 1250 nm) avec un objectif 40X . Le profil thermique spatial, caractérisé avec
de la rhodamine [Sakakibara et Adrian 99], est gaussien avec une largeur FWHM
∼ 600 µm : on peut ainsi en repérant la position des cellules par rapport au centre
du spot laser, avoir en une seule expérience, des cinétiques de choc thermique pour
plusieurs élévations de température (Fig. 2.6).

Nous avons développé dans un premier temps des algorithmes permettant le suivi
cinétique des granules de stress thermique (nSBs). On peut ainsi extraire des données
quantitatives quant à la position (pour évaluer l’amplitude du stress thermique),
l’amplitude et la taille des granules par cellule. Afin d’extraire les granules du fond de
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Figure 2.5 – Simulation des cinétiques des populations activées avec un stress
continu à 41 (tirets points), 42 (tirets) et 43 (traits pleins) degrés avec le modèle
simplifié. Avant chaque stress, on impose une température de 37 degrés à toutes les
populations (aire grisée).

la cellule, les algorithmes utilisés reposent sur des techniques standard de traitement
d’images. Dans un premier temps, un filtre médian permet de séparer les granules
(variable rapide) des cellules (variable lente) : chaque pixel de l’image à filtrer est
remplacé par la valeur médiane des pixels voisins. Le filtre médian est un filtre
spatial non linéaire qui est très robuste à différents types de bruit, comme le bruit
impulsionnel (bruit poivre et sel). La bonne performance du filtre médian pour
ce type de bruit découle de la propriété de la médiane d’être, contrairement à la
moyenne, quasiment insensible aux valeurs extrêmes. Enfin, ce filtre est bien adapté
à la définition de contours contrairement aux filtres de flou, par exemple gaussien, qui
réalisent une moyenne pondérée des valeurs dans le voisinage, avec un poids fort au
centre du voisinage et faible à la périphérie. Le filtre médian conserve la netteté des
contours : le bruit n’est pas étalé mais supprimé (Fig. 2.6) [Pitas et Venetsanopoulos
90]. Grâce au développement de traitement d’images, nous pouvons dès lors nous
intéresser au suivi cinétique de formation et de relaxation de nSBs (Fig. 2.7). On
peut noter que dans ce traitement d’images nous pouvons non seulement détecter
les cellules et nSBs mais aussi obtenir des informations concernant leurs nombres,
leurs tailles.

Nous utilisons le même dispositif expérimental que celui du stress oxydant en
utilisant le laser Raman à 1250 nm. Le laser nous permet d’activer en moins d’une
seconde des élévations de température jusqu’à 60 degrés. Le chauffage induit par
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Figure 2.6 – Filtrage médian de nSBs. En (A) est représenté l’image brute en
fluorescence de cellules HEK transfectée stablement HSF1–GFP et activant des nSBs
(granules brillants) lorsqu’elles sont soumises à un stress thermique. La diplöıdie
des cellules HEK induit l’apparition de deux granules. En (B) est représentée la
même image traitée par un filtre médian permettant d’obtenir les variations lentes
d’intensité, i. e. les cellules. En (C), les granules apparaissent plus clairement en
faisant la soustraction de l’image brute et filtrée : c’est à partir de cette image que
l’on peut réaliser le suivi cinétique de nSBs lorsqu’ils sont activés.

Figure 2.7 – Exemple de suivi cinétique de nSBs activés par un stress thermique
(43 degrés continu - 4 heures) sur une cellule unique.

laser peut être modulé temporellement et permet de sonder des échelles de temps
associés à la réponse au stress.

Pour des stress continus (Fig. 2.8), on retrouve des cinétiques (activation et re-
laxation) de nSBs comparables aux résultats de [Abravaya et al. 91] avec un plateau
à 43 degrés (stress chronique), une relaxation à 42 degrés (stress aigu) et à 41 degrés
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Figure 2.8 – Cinétique des nSBs pour des stress thermiques continus sur cellule
unique. On retrouve les mêmes cinétiques pour chacun des granules (rouge et noir)
d’une même cellule. Les cinétiques sont comparables aux résultats de [Abravaya et
al. 91] avec un plateau à 43 degrés (stress chronique), une relaxation à 42 degrés
(stress aigu) et à 41 degrés (stress normal). On observe une hyper activation des
nSBs 5–10 post stress qui pourraient être associée à un remodelage chromatinien.
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(stress normal). Il est intéressant de noter que la très bonne résolution temporelle
expérimentale du suivi de fluorescence, permet l’observation d’une hyper activation
des nSBs environ 5–10 minutes post-stress. L’une des pistes pour expliquer cette
hyper activation serait liée à des échelles de temps associées au remodelage chroma-
tinien. Un stress thermique induit un arrêt global de la transcription s’accompagnant
d’une déacétylation et d’un changement de la structure chromatinienne liée à HSF1
alors que dans les nSBs, apparait une hyperacétylation [Fritah et al. 09,Akerfelt et
al. 10]. Des études récentes de diffusion d’HSF1 dans des cellules HeLa soumises à
un stress thermique ont montré un remodelage de la chromatine environ 15 minutes
post stress [Landsberg et al. 12].

Conclusion du chapitre

La construction d’un modèle de régulation minimal met en évidence les ingrédients
clés de la cinétique de la réponse au stress thermique corrélé avec les données
expérimentales sur les nSBs. L’élément central de ce réseau est une compétition
entre deux complexes impliquant les HSP : un avec HSF1 [HSF1 : HSP], et l’autre
avec les MFP [MFP : HSP]. Le fait que l’affinité d’accrochage des deux complexes
diffère de plusieurs ordres de grandeur implique la prévalence du complexe de renatu-
ration [MFP : HSP] par rapport à celui de séquestration [HSF1 : HSP]. L’ingrédient
clé qui a permis une description quantitative des données avec ce modèle minimal
est l’introduction d’une cinétique de type Michaelis-Menten qui tient compte de la
saturation des ressources pour la dissociation du complexe [HSP :MFP].

Le développement d’une expérience de suivi temporel de nSBs au niveau cellu-
laire couplée avec un réseau de régulation dans le cadre de stress thermiques conti-
nus, permet non seulement de reproduire les données obtenues expérimentalement,
mais également de pouvoir faire des prédictions quant au comportement dynamique
d’HSF1 vis-à-vis d’un stress thermique modulé temporellement. En se plaçant dans
le cadre particulier de stress continus, nous avons aujourd’hui une bonne intuition des
mécanismes impliqués et de leur dynamique temporelle. Les mécanismes réactionnels
de réponse au stress thermique peuvent être associés à des échelles de temps très
différentes, allant de la seconde pour des modifications post-traductionnelles (phos-
phorylation sumoylation et acétylation), à quelques heures pour l’expression d’HSP.
Par exemple, on peut observer des pics d’expression d’HSP70 à 3 et 12h post stress
thermique avec une translocation du cytoplasme vers le noyau entre 6 et 16h dans des
expériences de suivi des cinétiques d’expression d’HSP70-GFP en microscopie [Wang
et al. 08]. L’activation d’un stress thermique par laser permet de sonder et modu-
ler différentes échelles de temps avec des temps de montée inférieure à la seconde.
Dans ce contexte, il serait intéressant d’observer les dynamiques des nSBs, et d’HSP,
avec des stress ”courts” (quelques secondes à la minute) ou des stress répétés (ther-
motolérance) et pouvoir comparer ces résultats au modèle de régulation et ainsi le
raffiner.

Le recrutement depuis un an d’A. Stankiewicz, post-doc en biochimie et biologie
moléculaire, permet de compléter les études de la dynamique de nSBs par microsco-
pie de fluorescence avec des méthodes biochimiques de type western blot ou immuno-
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fluorescence. Cette collaboration permet non seulement d’obtenir des données quan-
titatives sur les partenaires impliqués dans le stress thermique ((HSF1), (HSF1)phospho,
HSP90, HSP70) mais aussi de réaliser de nouvelles constructions cellulaires fluores-
centes pour observer la dynamique en microscopie d’autres partenaires impliqués
dans le stress.

Un autre axe de recherche aujourd’hui explorée est celui du couplage du modèle
de régulation de la réponse à un stress thermique avec d’autres réseaux génétiques
comme le cycle cellulaire (via l’interaction entre HSF1 et P53) avec comme réponse
la viabilité cellulaire et une description plus raffinée de la thermotolérance. L’autre
couplage est celui du stress thermique et oxydant avec des partenaires communs
comme FOXO qui peut-être activé (phosphorylé) par des kinases JNK dans un
stress oxydant [Essers et al. 04] et transcrire des déacétylases SIRT1 qui assure un
meilleur accrochage d’HSF sur les HSE [Westerheide et al. 09].
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Chapitre 3

Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce mémoire synthétisent les activités de recherche
d’une nouvelle thématique, initiée en 2006-2007 au laboratoire PhLAM, à l’interface
entre physique, chimie et biologie sur la dynamique du stress en cellules vivantes. Le
démarrage de cette activité, portant sur la possibilité d’induire de la mort cellulaire
par excitation directe de l’oxygène singulet, draine aujourd’hui de multiples collabo-
rations et de nouveaux axes de recherche dans une vision intégrative des questions
biologiques avec notamment un couplage étroit entre expériences et modélisation.
D’un point de vue expérimental, l’équipe est maintenant dotée d’une plateforme
d’imagerie, d’une salle de culture cellulaire et d’interactions avec des biologistes (I.
El-Yazidi Belkoura du laboratoire de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle de
l’Université Lille 1) et chimistes (C. Pierlot, J. M. Aubry du laboratoire de Chimie
Moléculaire et Formulation de l’Université Lille 1, A. Barras et R. Boukherroub de
l’équipe ”Nanobiointerfaces” de l’Institut de Recherche Interdisciplinaire de Lille).
Une nouvelle collaboration avec V. Mezger du laboratoire d’épigénétique et destin
cellulaire de l’Université Paris Diderot va aujourd’hui démarrer sur la dynamique
de facteurs de transcription (HSF1 et HSF2) activés par un stress thermique. D’un
point de vue des collègues physiciens du laboratoire PhLAM, la participation dès la
genèse de ces activités de P. Suret et S. Randoux pour la partie optique, et aujour-
d’hui de Q. Thommen pour la partie modélisation, permet un développement et des
projections pertinentes des activités dans une approche de biologie des systèmes.
Les pistes explorées dans l’ensemble de ces activités ont été portées par des ques-
tions biologiques projetées dans une culture de physiciens à savoir des approches
quantitatives des mécanismes au niveau temporel et spatial de la réponse au stress.
Par ailleurs, les expertises développées dans l’équipe ont permis d’être impliqué
aujourd’hui dans un important contrat industriel, entre une société de biotechnolo-
gie, le CNRS et l’Université Lille 1. Ce contrat implique 2 enseignants-chercheurs
et 2 ingénieurs d’étude du PhLAM ainsi qu’un enseignant-chercheur de l’Institut
d’Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie de l’Université Lille 1.
Le contrat qui a démarré en avril 2013 durera sur une période de 2 ans et conduira
à une valorisation importante sous forme de brevet.

Concernant le côté spatial, un stress généré par laser permet de s’adresser soit
à des populations de cellules et aller sonder des effets collectifs de type bystander,
ou sur le rôle des communications extracellulaires, soit à l’organisation d’une cellule
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unique. Sur ce dernier point, la possibilité de produire directement de l’oxygène sin-
gulet, sans localisation de photosensibilisant, pourrait permettre d’identifier quels
sont les compartiments cellulaires les plus sensibles au stress oxydant ainsi que
d’évaluer quantitativement les doses létales. Afin de compléter nos études à l’échelle
d’une population de cellules, nous démarrons aujourd’hui une nouvelle activité liée
au développement d’une imagerie à l’échelle de la molécule unique pour étudier
l’organisation spatiale d’acteurs impliqués dans la réponse au stress à l’échelle intra-
cellulaire.

L’induction d’un stress au niveau cellulaire par laser ouvre des perspectives de
recherche intéressantes dans des expériences couplées à la microscopie optique. Dans
le cadre d’un ”chauffage” laser, on peut accéder à des cinétiques d’activation de stress
très rapides (inférieure à la seconde) qui ne sont pas accessibles avec un bain marie
(de l’ordre de 10 minutes) et ainsi aller sonder des échelles de temps de mécanismes
réactionnels liés à la réponse cellulaire au stress. La modulation temporelle d’un
stress permet, dans une approche de biologie des systèmes des voies de signalisation
et de régulation, d’induire des formes de stress associées aux constantes de temps
de l’organisation de la réponse au stress. En effet, les mécanismes de réponses à un
stress sont des processus dynamiques multi échelles et multi partenaires impliquant
une complexité de causes et d’effets dans des réseaux biologiques. La modélisation
des réseaux moléculaires pour décrire ces mécanismes est une approche permettant
non seulement d’appréhender la dynamique des partenaires clefs impliqués mais
aussi d’avoir une description plus simple des dynamiques observées. L’intérêt d’une
description a minima d’un réseau est de pouvoir étudier les régulations croisées du
stress thermique avec d’autres réseaux comme le cycle cellulaire ou le stress oxydant.
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(2004–2005) ATER (Laboratoire PhLAM/IUT A Mesures Physiques/Université de
Lille 1)

Dynamique d’atomes froids dans un réseau optique de piège annulaire

(2002–2004) Post-doctorat (Dipartimento di Fisica Enrico Fermi/Pise, Italie)

Propriétés collisionnelles d’un mélange ultrafroid de Rb-Cs

Dynamique d’un condensat de Bose Einstein dans un réseau optique
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(1997–2001) Thèse de doctorat (Laboratoire Kastler Brossel, Département de Phy-
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(1996–1997) DEA ”Laser et Matière” (Université Paris-Sud, Orsay)

(1992–1996) Mâıtrise de Physique Fondamentale (Université Paul Sabatier, Tou-
louse)
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– I. El Yazidi-Belkoura (Laboratoire de Glycobiologie structurale et fonction-
nelle, Lille 1) pour les stress oxydant et thermique en cellule vivante
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≫ qui a ouvert à la rentrée 2010.

Encadrement

Encadrement de thèse
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du cancer, JFLPI 2011, Lille (France).

4. F. Anquez, I. El Yazidi, P. Suret, S. Randoux and E. Courtade, Cell Death
Induced by Direct Excitation of Singlet Oxygen at 1270 nm, 35th ASP meeting
2010, Providence (Etats-Unis).

5. F. Anquez, I. El Yazidi, P. Suret, S. Randoux and E. Courtade, Oxidative Stress
in Biological Cells by Direct Excitation of Singlet Oxygen, Metamorphose 2010,
Bruxelles (Belgique).

6. E. Courtade, M. Anderlini, D. Ciampini, J.H. Müller, O. Morsch, F. Fuso
and E. Arimondo, Two-photon ionization of cold rubidium, Mid Term Review
Meeting of the Cold Quantum Gases European Network 2003, Camogli (Italie).

7. E. Courtade, D. Ciampini, M. Anderlini, J.H. Müller, F. Fuso, O. Morsch, J.W.
Thomsen and E. Arimondo, Photoionisation of ultracold and Bose-Einstein
condensed Rb atoms, Benasque 2002 workshop on Physics of Ultracold Dilute
Atomic Gases, Benasque (Espagne).

Communications par affiche

1. D. De Kuyssche, R. Charpentier, M. Penhoat, E. Courtade et P. Guarini, Incer-
titude associée au dosage des micropolluants minéraux dans des eaux naturelles
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2
r̈ı¿1

2
t conceptuel et exp̈ı¿1

2
rimental

dans la compr̈ı¿1

2
hension des mı̈¿1

2
canismes des maladies et potentiel
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