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PREAMBULE

Physicien de formation, je me suis ouvert a la biophysique en M2 avant de faire une thése sur la physique du
cancer, ou j’ai réellement découvert la richesse du travail a ’interface entre la biologie et de nombreux autres
domaines, notamment la physique, I’ingénierie et la médecine. J’ai particuliérement apprécié le travail de
quantification de phénomeénes biologiques, et j’ai développé I’envie de comprendre certains mécanismes
fondamentaux, comme la prolifération, par des approches multidisciplinaires. C’est dans cet état d’esprit que
j’ai effectué mes deux post-doctorats durant lesquels je me suis ouvert a la microfabrication, a 1’é¢tude de
nouveaux organismes comme les microbes, mais également a la biochimie.

J’ai été recruté comme chargé de recherche au CNRS fin 2017 au sein de 1’équipe MILE au LAAS-CNRS, et
y méne depuis des recherches a I’interface entre la physique, I’ingénierie, la biologie, et la médecine. Mon
objectif est de comprendre comment les contraintes mécaniques compressives peuvent impacter le vivant, en
essayant de découvrir notamment des signatures qui pourraient étre communes a divers organismes et servir
de bases a de meilleures prises en compte thérapeutiques.

Selon moi, le travail interdisciplinaire tout comme le travail de recherche en général, est un travail en équipe
et entre équipes. Ainsi, méme si ce texte est en parti écrit a la premiére personne, ce « je » ne peut en réalité
qu’étre un « nous » qui englobe les remarquables et inspirantes personnes avec qui j’ai la chance de travailler,
que ce soient les étudiant.e.s de I’équipe ou les chercheurs.euses avec qui je collabore, ici et ailleurs. Cette
recherche ne pourrait se mener sans elles, et je les en remercie infiniment.
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I. INTRODUCTION




Confinement cellulaire et pression de croissance

La prolifération Ce,"U|aire _95t un  pjants: A. thaliana development Mammals: tumors progression
processus coordonné de croissance ; b

(augmentation  irréversible  de
volume et de masse cellulaire) et de
division (duplication et séparation du
matériel génétique et des constituants
de la cellule en deux nouvelles
cellules). La coordination de ces
deux processus est essentielle a la
maintenance, a 1’échelle de la
population, du volume moyen de la
cellule. Cette coordination a fait
I’objet de nombreuses études cette
derniére décennie’.

La prolifération cellulaire est a la
base de la création d’assemblées A : ahe
multicellulaires, retrouvées partout VIR Ao Mocuton | Liiroveiait EMd s ocpmicy
dans le vivant : les organes et tissus ‘ '

biologiques, les plantes ou encore les Figure 1 : Le vivant évolue sous confinement. La croissance surfacique de
biofilms microbiens sont autant cecllules de plantes durant le développement d’A. thaliana, la croissance
confinée de cellules tumorale, fongiques ou bactériennes, sont autant
d’exemples de confinement 2D ou 3D.

d’exemples d’assemblées
multicellulaires (Figure 1). Un point
crucial, souvent négligé dans leur étude, est le fait qu’elles évoluent pour la plupart dans un espace
physiguement limité : nous parlons alors de croissance confinée, a opposer par exemple a la croissance
planctonique. Des exemples de cette croissance confinée existent dans toutes les strates du vivant. Les racines
des plantes poussent notamment sous terre, et doivent déplacer leur environnement pour progresser,
développant des forces telles qu’elles peuvent fragiliser voire déformer du béton. Lors du développement
d’organismes animaux, les tissus ont des frontiéres physiques qui ne peuvent s’é¢tendre indéfiniment, amenant
des organes a étre entourés d’autres organes. De méme, la croissance microbienne en biofilm est limitée soit
par la porosité/structure du matériau dans lequel évolue ce dernier, soit par son adhésion aux surfaces. De
maniére générale, ce confinement peut donc étre 2D si les cellules adhérent fortement a leur substrat, 3D sinon.
Nous nous intéressons plus particulierement au confinement 3D.

Pour continuer de croitre dans ces espaces confinés, les cellules doivent pousser leurs alentours pour déplacer
leur environnement, qui peut étre d’autres cellules, une matrice €élastique, ou encore les frontiéres physiques
elles-mémes. A I’échelle de la population cellulaire, une contrainte compressive émerge de ces forces de
croissance, que nous dénommons simplement « pression de croissance » (Figure 2). Un aspect important de la
pression de croissance est qu’elle est présente partout dans le vivant, et peut &tre expérimentée par n’importe
quel organisme ne nécessitant pas d’adhésion cellule-cellule pour émerger a 3D. Cet aspect est & mettre en
regard des forces de traction / tension qui, elles, nécessitent de 1’adhésion pour émerger®. De ce fait, la pression
de croissance revét un caractére presque universel dans le monde du vivant. Alors que les forces de tensions
sont trés étudiées notamment en lien avec I’impact qu’elles ont sur le cortex cellulaire (voir Refs. 9-13 pour
guelques exemples fameux), les forces compressives restent peu étudiées, leur impact peu compris et leur
intégration non élucidée.

limite physique

croissance division @ @@@
® —> @ —> (E)D oy gOo o 8%

P pesd

pression de croissance

Figure 2 : la croissance et la division sont a la base de la création d’assemblées multicellulaires. Celles-ci évoluent
naturellement dans un espace limite. La croissance confinée implique 1’émergence d’une pression de croissance.



La prolifération cellulaire diminue sous confinement

Une conséquence directe et presque intuitive de la croissance confinée et de I’émergence de la pression de
croissance associée est que les cellules ne peuvent pas croitre et se diviser indéfiniment sans adaptation. En
effet, une division continue imposerait des cellules qui deviendraient de plus en plus petites, ce qui a
nécessairement une limite, une cellule ne pouvant étre un point. De méme, une croissance potentiellement
soutenue engendrerait une pression de croissance toujours plus grande, qui sera également limitée par la
fragilité du matériau ou des cellules elles-mémes. Ainsi, croissance et division doivent diminuer lorsque les
cellules sont confinées, et des mécanismes d’adaptation, qu’ils soient physiques ou biologiques, exister.

Dans cette perspective, nos résultats et ceux de nos collegues montrent que la prolifération sous ce type de
contrainte diminue chez les plantes'**®, chez les cellules animales®-8, chez les levures’®-2! ou encore chez les
bactéries?>?, Cette décroissance, observée chez tous les organismes étudiés, semble progressive et pourrait
étre spécifique a I’organisme (notamment procaryote Vs eucaryote), qui aurait en particulier pu développer des
stratégies uniques lui permettant de contrer les limites physiques inhérentes a cette prolifération.

Un exemple fameux de la diminution de prolifération cellulaire lorsque 1’espace est limité est « 1’inhibition de
contact »?*. Cette propriété, qui apparait comme étant spécifique aux cellules animales, a été constatée par
I’arrét de la prolifération cellulaire en deux dimensions (2D) lorsque la densité de cellules est telle que les
cellules entrent en contact. A ma connaissance, I’inhibition de contact n’a pas été étudiée du point de vue de
la pression de croissance, qui pourrait aussi s’exercer a 2D. Cet exemple, essentiel en biologie car étant a la
base de I’homéostasie de taille des tissus, montre I’importance de I’étude de la pression de croissance dans des
conditions qui pourraient étre qualifiées de « normales ».

A T’opposé des cellules normales, les cellules cancéreuses semblent adaptées a la croissance confinée. En effet,
les tumeurs se développent dans un espace confiné mais continuent de proliférer. Dans le cas du cancer du
pancréas, les modifications du microenvironnement provoquent le développement d’une matrice
extracellulaire compressive, contrainte mécanique qui se superpose a la prolifération cellulaire confinée
entrainant 1’émergence de pression de croissance. A ces contraintes, une étude récente montre que les
fibroblastes activés du stroma peuvent entourer des flots de cellules cancéreuses et exercer des forces
compressives importantes®. Les tumeurs du pancréas, comme la plupart des tumeurs solides, sont trés
comprimées, avec une pression de I’ordre de plusieurs kilopascals?®28, Quelles altérations génétiques et quelles
adaptations de leurs propriétés physico-chimiques permettent aux cellules de proliférer dans de tels
environnement restent en grande partie un mystére. Quoiqu’il en soit, cette pression de croissance est associée
a la fois a la progression de la maladie?®-3! mais aussi a des échecs thérapeutiques®®3,

Le cas des tumeurs solides n’est pas le seul exemple de pathologies pour lesquelles la pression de croissance
pourrait avoir un role. Certaines pathologies microbiennes, associées a des levures comme C. albicans ou a
des bactéries comme N. meningitidis, pourraient aussi voir ce parameétre mécanique jouer un role dans la
pathogénicité. N. meningitidis, par exemple, peut obstruer des capillaires sanguins dans lesquels se forment
des caillots, confinant spatialement leur prolifération. Alors que la question du confinement est (méme
partiellement) étudiée dans le cas du cancer ou de la biologie du développement, elle est presque totalement
absente des études chez les microbes.

Questions en suspens

Nous pensons que le manque d’outils a disposition des chercheurs pour étudier I’impact du confinement spatial
meéne & une mauvaise compréhension de nombreux mécanismes et consequences de ces contraintes. Cette mé-
compréhension souleve de nombreuses questions qui restent en suspens, et guident nos projets de recherche :

¢ Quels mécanismes sont mis en jeu lors de la réduction de prolifération ? Est-ce que ces mécanismes ont
une origine physique et/ ou une origine biologique ? Est-ce que ces mécanismes sont adaptifs ou régulés ?

e Est-ce que les mécanismes réduisant la prolifération sont similaires pour différents organismes ? Y a-t-il
une réponse évolutive conservée qui expliquerait cette convergence phénotypique ?

e De maniere générale, quelles sont les conséquences de la pression mécanique sur les organismes ? Nous
savons qu’elle réduit la prolifération, cela a-t-il un impact sur la physiologie cellulaire ? Y a-t-il une
synergie avec d’autres contraintes ? Cela influence-t-il la pathogénicité des organismes, ou I’émergence /
le traitement de maladies ?

e Enfin, que peut-on apprendre de ces régulations pour mieux comprendre la prolifération cellulaire ? Peut-
on utiliser ces connaissances a des fins thérapeutiques ?



Démarche interdisciplinaire

Répondre a ces questions entraine nécessairement une approche interdisciplinaire. Ainsi, nos activités de
recherche se situent a I’intersection de quatre disciplines, qui peuvent se nourrir I’une 1’autre :

Ingénierie

Nous avons besoin de développer de nombreux outils pour étudier le confinement spatial. Quels matériaux
utiliser, comment mesurer les forces ou en imposer, comment contrdler les conditions physico-chimiques tout
en étant capable de sonder la réponse cellulaire, sont autant de questions qui nécessitent des développements
spécifiguement adaptés a chaque organisme. Une approche d’ingénicur est donc essentielle pour construire les
briques €élémentaires permettant d’étudier I’impact du confinement spatial.

La physique de la cellule commence a étre assez comprise, notamment en ce qui concerne ses propriétés de
surface. Néeanmoins, nous ne savons pas comment la pression de croissance se développe, ni comment elle
impacte la physique de la cellule par-dela sa membrane. De plus, a I’échelle de la population de cellules, la
maniere dont les contraintes compressives influencent la perméabilité est inconnue. De maniére générale, une
approche de physicien permettant le développement de modeles théoriques prédictifs permettra de comprendre
certains de ces phénomeénes, et d’en extraire les caractéristiques essentielles.

Ce projet est bien sOr intrinséquement a I’interface avec la biologie. Nous avons besoin d’outils pour
comprendre comment la physique affecte la biologie de la cellule, pour mesurer certaines réponses de
signalisation spécifiques, ou encore pour étudier 1’universalité de la réponse. Nous collaborons ainsi avec de
nombreux.ses biologistes apportant une expertise spécifique a 1’organisme (cellules mammiferes, fongique ou
bactérienne) mais étant également spécialisé.e.s dans certaines réponses biologique telles que la division
cellulaire ou la signalisation.

Nos études fondamentales trouvent une place toute particuliere dans les applications médicales qu’elles
pourraient apporter. Nous avons dans un premier temps besoin de mesures in vivo afin de connaitre I’ intensité
des contraintes développées dans le cas notamment d’une tumeur. Nous comptons également pouvoir utiliser
les résultats que nous obtenons pour proposer de nouvelles pistes thérapeutiques ou de diagnostic / pronostic
dans certaines maladies comme le cancer.

Il me semble qu’aucune question a ce point interdisciplinaire ne peut étre étudiée sans le concours de
différentes expertises. Ma démarche est alors celle d’un physicien fasciné par les questions biologiques et
médicales et par les développements technologiques nécessaires pour y répondre. Nous collaborons avec de
nombreuses équipes, et tichons de mener des études les plus interdisciplinaires possibles, afin d’explorer les
multiples facettes de ces questions fondamentales.

Ce manuscrit comprend quatre grands chapitres, qui ont chacun une coloration plus axée sur I’une ou ’autre
des disciplines susnommées. Bien siir, aucune partie n’est entieérement mono-disciplinaire, mais peut
s’appréhender relativement indépendamment des autres. Les personnes encadrées ayant participé aux travaux
dans ces différentes parties sont citées sur la page de garde du chapitre en question.

Nous présenterons dans un premier temps notre approche ingénieure et les différents développements
technologiques mis en ceuvre pour confiner différents organismes et pouvoir étudier I'impact de la pression de
croissance.

Puis, nous présenterons une approche de 1’étude des de la cellule engendrés par la
pression de croissance, en insistant plus particulierement sur une propriété clef : I’encombrement
macromoléculaire.

Nous plongerons ensuite dans , et présenterons nos premiéres conclusions
concernant la régulation de la croissance et de la division de S. cerevisiae sous confinement spatial, ainsi que
ce que nous en déduisons pour les autres organismes.

Enfin, nous explorerons différentes questions reliées a la , en présentant un récent projet sur
I’impact du confinement sur le pathogene C. albicans, et des conclusions sur 1’effet de la pression mécanique
sur le traitement de cellules cancéreuses.



II. DEVELOPPEMENT D’OUTILS MICROFLUIDIQUES POUR
CONFINER SPATIALLEMENT

Encadrement sur cette partie :

e Post-doctorants : Zacchari Ben Mériem, Gabriel Lemercier
e Etudiant.e.s en these : Baptiste Alric, Lucie Albert, Tiphaine Matéo, Laure Le Blanc, Térence Desclaux



Nous allons détailler dans ce chapitre les différentes méthodes développées au cours de ces derniéres années
pour confiner spatialement une population de cellules. Nous sommes de plus en plus convaincus que la
microfluidique offre la versatilité nécessaire a ce genre d’étude, permettant un contréle fin et dynamique de
nombreux paramétres physico-chimiques. L une des principales raisons de nos activités au sein du LAAS-
CNRS est justement de pouvoir s’appuyer sur une salle blanche trés compléte et polyvalente, permettant de
travailler a des échelles de tailles variées allant du submicrométrique a la centaine de micromeétres, et d’étre
entourés d’experts en microfabrication, apportant des conseils et un savoir-faire indispensables.

Etude de I’effet du confinement spatial et de la pression de croissance

Comme présenté dans I’ introduction, les cellules évoluent dans des environnements confinés, et expérimentent
des contraintes compressives inhérentes aux limites physiques de leur espace. L’étude de ces contraintes est
complexe, car elle nécessite de développer des outils permettant un confinement spatial, tout en assurant une
bonne alimentation des cellules.

Une stratégie mise en place pour les cellules mammiféeres consiste en I’inclusion soit de cellules uniques®®33
soit de sphéroides déja formés'® dans des hydrogels, notamment d’agarose, mais aussi, par exemple, de poly-
accrylamide® ou d’alginate®. Les cellules proliférent localement dans cette inclusion et développent une
pression de croissance. Cette derniére est mesurée par le volume de I’assemblée de cellules, et nécessite pour
cela une bonne connaissance des propriétés mécaniques de 1I’hydrogel utilisé. Cela étant dit, ces hydrogels sont
naturellement poreux avec des pores de plusieurs dizaines de nm®, plus gros que la plupart des facteurs de
croissance, permettant une bonne alimentation par diffusion autour de I’assemblée multicellulaire. Les
modules ¢élastiques de ces gels, de ’ordre du kPa, permettent quant a eux des mesures de pression de 1’ordre
du kPa, compatibles avec les pressions de croissance des cellules mammiféres.

Cette méthode a cependant certaines limites :

o Pour la méthode partant de cellules uniques?®, toutes les cellules n’arrivent pas a développer directement
de la pression. Ceci limite le nombre de réplicats et rend le suivi assez compliqué, ne sachant pas quelles
cellules imager deés le début.

o Pour la méthode de confinement partant de sphéroides, un probléme est que ceux-ci peuvent étre assez
gros initialement (dépassant les 200um), créant ainsi une structuration de 1’assemblée multicellulaire et
des gradients chimiques. La réponse mécanique étant déja peu connue, comment la contrainte mécanique
se couple a des gradients chimiques, bien qu’intéressante, 1’est encore moins.

o Les mesures de pression sont assez complexes, les propriétés des hydrogels n’étant pas toujours
simplement élastiques. De plus, les hydrogels peuvent rompre aprés une certaine déformation, relaxant
localement la contrainte®.

o Tous les hydrogels ne se prétent pas facilement a une relaxation de la contrainte. Ceci limite en particulier
la récupération de 1’échantillon biologique pour de plus amples analyses. Méme si dans certains cas la
digestion du gel est possible, les modifications dynamiques ne le sont pas, ce qui limite le type
d’expérimentations possibles.

o Les assemblées multicellulaires issues de ces inclusions ne peuvent pas facilement étre imagées a haute
résolution, limitant le type d’analyse que nous pouvons faire — en particulier, il devient trés compliqué de
réaliser des mesures de microrhéologie intracellulaire par suivi de particule®.

o Enfin, cette méthode n’est pas adaptée a tous les organismes, notamment ceux qui développent une
pression de croissance importante. Bien qu’une étude récente utilise une inclusion en agarose pour étudier
leffet du confinement sur I’organisation de V. cholera®, ce gel est limitant pour de fortes pressions,
développées notamment par des organismes comme les levures ou les cellules végétales.

Ces derniéres années, nous nous sommes attachés a développer de nombreuses solutions qui permettraient de
circonvenir autant que possible aux points soulevés ci-dessus. La plupart des solutions sont adaptées d’une
puce microfluidique développée durant mes années de post-doctorat a I’Université de Berkeley, qui nous a
permis d’étudier I’effet du confinement sur la levure du boulanger, Saccharomyces cerevisiae.

Puce microfluidique pour confiner dynamiquement une population de levures

La puce que nous avons développé avait pour cahier des charges de pouvoir facilement confiner une population
de la levure du boulanger Saccharomyces cerevisiae, tout en assurant son alimentation, une imagerie optimale,
et la possibilité de contréler le confinement / la pression mécanique afin d’étudier la relaxation et la dynamique
de la réponse.
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Apres plusieurs itérations, nous avons convergé vers un systéme tres
S e S versatile, qui a fait ’objet d’un chapitre dans un ouvrage de méthodes
pour la biologie cellulaire®®. La Figure 3 ci-contre schématise ce
dispositif. Il consiste en une cage formée d’un élastomere, le
polydiméthylsiloxane (PDMS) dans laquelle nous pouvons charger une
population de cellules. Cette cage est connectée, sur les cotés, a de fins
canaux permettant d’alimenter les cellules, mais qui sont trop petits
pour que les cellules puissent s’échapper de la chambre. La chambre de
culture est connectée a un canal qui permet de charger les cellules, et
qui peut étre fermé par une valve. Nous avons développé plusieurs types
de valves, qui permettent par exemple de dynamiquement ouvrir /
fermer la chambre, ou encore de la fermer totalement, sans relaxation
possible. Ces chambres ont été parallélisées de maniére a avoir de
nombreux réplicas techniques sur chaque puce.

Les cellules sont confinées dans cette chambre de culture. Leur
prolifération génére une pression de croissance que nous mesurons par
— la déformation du PDMS. L’élasticité de ce matériau est linéaire sur une
ter 444444 2 pressure  assez grande gamme de déformation, et peut facilement étre calibrée a
Figure 3 : Schémas explicatifs du 1aide de contrbleurs de pression. Le dispositif destiné a I'utilisation des
dispositif microfluidique. levures permet ainsi de mesurer une pression de croissance avec une
précision de I’ordre de 10kPa.

La valve permettant le confinement de la population peut étre ouverte ou fermée dynamiquement. Ceci permet
notamment une diminution du nombre de cellules dans la chambre, et une modulation de la pression mécanique
avec une possible relaxation a zéro. De plus, dans certains modeles, nous avons connecté un des murs de la
chambre a une membrane déformable, ce qui permet de dynamiquement et quasiment instantanément
comprimer une population de cellules.

Enfin, nous pouvons coller cette puce sur une lamelle de verre (#1), ce qui permet une imagerie optimale et a
haute résolution (nous avons déja utilisé ce dispositif avec des techniques d’imagerie telles que le FRAP,
microscopie confocal / spinning disk, FLIM ou encore FCS).

La Figure 4, gauche, montre une image de levures confinées dans un des dispositifs que nous avons développés.
L’image a été réalisée avec un microscope confocal au 63x, et nous permet d’apprécier une population de S.
cerevisiae exprimant une GFP cytoplasmique ayant développé une pression de croissance de 1’ordre de
500kPa. Nous pouvons voir notamment que les cellules adoptent une forme trés polygonale, a I’opposé de la
forme typique « en ballon de rugby » que ces cellules ont normalement.

Nous avons développé de
nombreuses versions de
ce dispositif pour la
culture de levures, et les
utilisons en routine pour
de nombreuses
étudest®2040, Ces
dispositifs sont a un degré
de maturité et de
robustesse tel que nous
pouvons les partager
facilement avec des
laboratoires ne faisant
pas de microfluidique :
plusieurs collaborations
sont ainsi en cours grace
a cette technologie, et
permettent d’explorer des
‘j’ISp,e(ftS connexes a nos Figure 4 : Dispositif pour confiner une population de levure S. cerevisiae. Ce dispositif
interets. peut étre miniaturisé pour étre adapté au confinement d’une population de la bactérie
E. coli. Crédits : B. Alric et L. Le Blanc.

Dispositif pour confiner S. cerevisiae Dispositif pour confiner E. coli
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Adaptation de cet outil pour le confinement de bactéries

Le dispositif présenté ci-dessus a été adapté a une population de bactéries. Nous avons choisi comme objet
d’étude la bactérie E. coli, qui est un batonnet de quelques micrométres de long et de 500nm de diamétre. Le
point critique dans nos dispositifs est toujours 1’alimentation : il faut que les canaux existent pour alimenter
les cellules en milieu de culture, mais il ne faut pas que les cellules puissent passer a travers. Ainsi, pour I’étude
de bactéries, ces canaux ont été redimensionnés a des dimensions submicrométriques.

Nous avons développé deux stratégies nous permettant d’augmenter la résolution de ces canaux pour
I’alimentation de bactéries. Dans un premier temps, nous avons réalisé une lithographie électronique, suivie
d’une gravure pour ressortir les canaux, et d’une photolitographie « classique » pour construire les chambres.
Cette méthode fonctionne parfaitement, mais a le désavantage d’étre assez lente et onéreuse. Dans un second
temps, nous avons utilisé une lithographie par Stepper®.. Ce systéme permet de contourner la résolution des
masques utilisés dans des aligneurs en projetant directement le motif avec un facteur de réduction de 5 : un
motif de 1pum nécessite un masque fabriqué avec ce méme motif a Sum. Grace a ce systéme, nous pouvons
nous rapprocher de la limite de diffraction, et avons pu réaliser des canaux de 300nm x 300nm. Le stepper
permet également de reproduire rapidement et un grand nombre de fois le méme motif sur la galette de silicium.

Dans les deux cas, nous avons réussi a adapter notre puce développée pour les levures aux bactéries assez
petites. La mesure de la pression est un peu moins précise (entre 20 et 30kPa), la déformation étant plus faible,
mais reste tout de méme réalisable. La partie droite de la Figure 4 montre ainsi une population de la bactérie
E. coli confinée, et ayant développé une pression de croissance de 1’ordre de 100kPa. Comme pour les levures,
nous pouvons apprécier la large déformation de ces bactéries.

Ce dispositif nous ouvre beaucoup de perspectives concernant I’étude de la compression sur les procaryotes,
et comment ces cellules y répondent, en comparaison notamment aux eucaryotes.

Développement de « tigettes » et confinement spatial de cellules mammiferes

Nous avons cherché a adapter par une simple mise a I’échelle les dispositifs précédents a 1’étude des cellules
mammiféres. Au-dela de I’adhésion cellule-cellule plus prononcée de ces derniéres, une autre différence est
qu’elles ne possédent pas de mur cellulaire, les rendant plus déformables que des levures ou des bactéries. Or,
cette faible déformation nous permet justement de confiner des cellules possédant un mur, nous appuyant sur
leur capacité a effectuer des transitions de blocage®®. Une autre difficulté réside dans le fait que la pression
développée est bien plus faible (de I’ordre de 1-10kPa), ce qui rend impossible la mesure de la pression par la
déformation du PDMS directement comme nous le faisions.

Nous avons développé une méthodologie, basée sur les « murs glissants » publiés par Venzac et al.*?, qui nous
permet d’efficacement former des cages réversibles en microfluidique. L’idée est d’utiliser un élément
exogene, structuré, qui nous permette de fermer une cage dans laquelle serait cultivée une assemblée de cellules
mammiféres. Cet élément consiste en une petite tige que nous appelons « tigette », qui est centimétrique dans
la longueur et mesure 500um de large et de hauteur. Nous les fabriquons par lamination et structuration
successive d’une résine seche. Aprés développement, cette méthode nous permet de récupérer un trés grand
nombre de ces structures (Figure 5).

Plasma cleaned silicon wafer Lamination of 1 layer of dry film Lamination of N-1 layers of dry film
IS —) — ]

Elements detachment Development ! ! ! l ! l

UV EXPOSURE
4— =

Figure 5 : Processus de fabrication des « tigettes », par lamination et structuration par photolithograhpie d’une résine
seche. Apres développement, nous récupérons des centaines de tigettes. Crédit : Z. Ben Mériem

Ces tigettes sont insérées dans des puces en PDMS (Figure 6a). Ces puces contiennent des chambres,
connectées a de fins canaux. Grace a la tigette, nous pouvons charger des sphéroides multicellulaires de 100um
de diametre (afin d’éviter d’éventuels gradients chimiques), et fermer les chambres afin d’induire un
confinement. Les sphéroides proliférent dans ces chambres, et développent une pression de croissance, que
nous pouvons mesurer grace a un capteur de pression sensible a 0.1kPa. Ce capteur consiste en une membrane
attachée uniquement en haut, comme un « clapet », et qui se déforme trés fortement pour de faibles pressions.
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Figure 6: Dispositifs pour comprimer des assemblées de cellules mammiféres. a. « Tigette » (que nous dénommons
« sliding element » en anglais), qui peut s’insérer et glisser dans une puce en PDMS. b. Dispositif moyen débit de
confinement de sphéroides. Ceux-ci peuvent étre chargés dans la puce par la tigette, qui ensuite ferme la chambre pour
les confiner. La chambre peut étre rouverte pour récupérer 1’échantillon. La chambre est connectée a de minces canaux
qui permettent une bonne alimentation des cellules, ainsi qu’a une membrane déformable (sous forme de clapet) pour
une mesure de la pression de croissance. c-e. Nous avons développé des dispositifs permettant d’enfermer deux
sphéroides, pour réaliser, par exemple, des expériences de compétition. Une membrane permet de les comprimer
instantanément. Crédits : T. Matéo et Z. Ben-Mériem.

Nous remarquons qu’au bout de quelques jours, une pression de croissance de I’ordre du kPa est développée
(Figure 6b). Ce dispositif garde I’essence de ce que nous avons présenté plus haut (Figure 3), mais est
totalement adapté aux agrégats multicellulaires. Notons cependant que, pour I’instant, ce dispositif ne permet
pas de confiner les cellules sur des temps tres longs : en effet, les cellules passent sous le clapet nous permettant
de mesurer la pression de croissance lorsque celui-ci est trop déformé. Nous travaillons a de nouvelles versions
de ce capteur de pression.

Nous avons développé maintenant plusieurs versions de ce dispositif, comme celui présenté en Figure 6c-e,
qui consiste en une version ou deux sphéroides sont enfermés dans une cage, ce qui nous permet par exemple
d’effectuer des expériences de compétition, comme théorisées dans*®. De plus, une membrane déformable nous
permet, comme plus haut, de comprimer instantanément des sphéroides.

Il faut noter qu’a I’inverse des dispositifs microfluidiques présentés pour les levures ou les cellules, nous
pouvons ici récupérer les échantillons pour effectuer d’autres analyses ex situ (IF, western blot,
transcriptomique, etc.), et ceci grace a cette technologie de tigettes. Tres versatiles, elles peuvent étre
structurées a facon, et permettre de réaliser des « cages » microfluidiques stables. Nous avons montré que nous
pouvions par exemple utiliser ces cages pour étudier le nématode C. elegans (collaboration C. Guynet), ou
encore le développement d’une patte de drosophile (collaboration M. Suzanne).

Dynamique similaire de la pression de croissance développée par les organismes

Nous avons mesuré la pression de croissance développée par S. cerevisiae et E. coli grace aux puces
mentionnées ci-dessus. Nous avons utilisé une méthode

. . , , 4o [0)
d’inclusion en agarose, développée pour étudier I’impact de g 5 3
la pression de croissance sur la résistance aux agents @ § |
chimiothérapeutiques'® (voir Chapitre V page 31), pour 3 5
extraire une courbe de pression de croissance pour les cellules T2 2
mammiféres. S 3
- T 5
Nous avons renormalise le temps pour chaque courbe par le £ % 1l
temps caractéristique de chaque organisme — le temps de £ g :é"”ggrgcggg (fung)
division nominal — et les pressions de croissance par les gg E. coli (bact.) 9
ressions caractéristiques — les pressions de turgescence (env. & -~ 0 ‘ ‘ ‘ : :
P g P g ( 0 5 10 15 20 25 30

1.5 kPa pour les cellules A338, 300kPa pour S. cerevisiae et
50 kPa pour E. coli). La Figure 7 ci-contre montre qu’ainsi
renormalisées, les courbes de pression de croissance ont une Figure 7 : Pression de croissance développée par
dynamique similaire, malgré la trés grande distance évolutive des cellules mammiferes (lignée du cancer du
de ces différents organismes. Ce point trés intéressant, qui EZP”;;SS Abiithnssar ?és 'i‘éfir)f"s I(_Sa Csrr::s'f(:?e)eii
sera discuté dans les chapitres suivants, est a la base d’un  ormalisée par la pression caractéristique de

certain nombre de nos activités de recherches. I’organisme, et le temps par le temps de division.

Time / division time
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Autres applications des tigettes : micropipettes-sur-puce

La capacité de structurer les tigettes nous permet d’explorer d’autres géométries non facilement réalisables en
microfluidique. La fabrication couche par couche, et notamment le fait de pouvoir fabriquer les tigettes « sur
le cbté » puis de les utiliser sur une autre face que celle structurée nous permet de créer de nombreuses
géomeétries, comme notamment des structures cylindriques traversantes (Figure 8a-b). Nous avons eu 1I’idée
d’utiliser ces structures afin de réaliser de nouvelles versions de micropipettes-sur-puce. Les micropipettes
sont classiquement utilisées pour évaluer les propriétés rhéologiques de cellules, vésicules géantes, ou encore
de sphéroides multicellulaires. Elles consistent en des pipettes en verre étirées pour que leur diamétre interne
soit compatible avec les objets étudiés (~ 5um pour une cellule / vésicule, ~ 50pum pour un sphéroide).

L’idée, dans notre cas, était de couper un canal microfluidique avec une tigette structurée d’un canal
cylindrique et, par application d’une différence de pression, de bloquer un objet biologique a ’entrée du canal.
Les premieres études ont été réalisées par M. Elias durant sa thése (encadrée par P. Joseph). Nous pouvons par
exemple observer en Figure 8c un sphéroide multicellulaire bloqué dans un canal cylindrique formé par une
tigette traversant un canal, et soumis a une différence de pression de quelques mbars. La dynamique
d’aspiration de cet objet nous permet de remonter a ses propriétés rhéologiques.

Des travaux utilisant les micropipettes-sur-puce sont en cours au sein de 1’équipe MILE du LAAS-CNRS, et
concernent principalement les activités de P. Joseph. Cette technologie, trés versatile et permettant un haut
débit, nous a également permis de démarrer une collaboration avec O. Cochet-Escartin (ILM, Lyon), qui étudie
entre autres le lien entre signalisation et rhéologie chez I’hydre.

= ¢ -
Figure 8: Micropipette-sur-puce pour I’¢étude de la rhéologie de sphéroides multicellulaires. a-b. Images en microscopie

électronique a balayage des tigettes avec un trou cylindrique. c. Sphéroide aspiré dans la micropipette-sur-puce.
Crédit : M. Elias.

Conclusions et Perspectives

Les développements technologiques font partie intégrante de nos projets de recherche, et permettent également
de cultiver une identité propre, tout en s’appuyant sur les capacités de microfabrication de trés haut niveau du
LAAS-CNRS. Nous sommes maintenant en capacité de proposer des dispositifs a des échelles de taille trés
diverses, allant du submicrométrique a la centaine de micrométres. Ces dispositifs sont a la fois une fin et un
moyen : ils permettent de proposer des solutions techniques pour 1’étude d’organismes variés dans des
conditions mécaniques et chimiques contrélées, et ainsi de développer diverses collaborations basées sur cette
technologie. Mais ils sont également essentiels a nos propres sujets de recherche, pour étudier la maniére dont
le confinement impacte la physiologie cellulaire. Ils nous ont notamment permis de montrer que la dynamique
de développement de pression de croissance de divers organismes confinés semble similaire.

Parmi les développements réalisés au cours de ces dernieres années, celui des tigettes est peut-étre le plus
prometteur. Il change ainsi, d’une certaine maniére, un paradigme en microfluidique : au lieu d’avoir une puce
préparée spécifiguement pour une fonction donnée, nous pouvons réaliser des puces plus simples, et apporter
la fonction par la tigette. Prenons 1’exemple de la micropipette-sur-puce : une méme puce peut étre utilisée
pour toutes les expérimentations de rhéologie, quel que soit I’objet étudié (cellule ou sphéroide par exemple),
car I’étude de cet objet sera déportée sur la tigette utilisée dans cette puce.

Nous allons ainsi continuer les développements autour des tigettes, en suivant deux axes principaux :

1. Le premier consistera a développer des tigettes en verre, a partir de la gravure sur verre. Nous avons déja
initié ces développements. Cela permettra de réaliser des structures 3D plus complexes, de ne plus avoir
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d’autofluorescence provenant des films secs, de micux réutiliser les tigettes (possibilité d’autoclaver), mais
aussi de pouvoir mieux contréler 1’état de surface.

Le second aura pour objectif de continuer le développement de nouvelles fonctions sur les tigettes. Parmi
les fonctionnalités qui nous paraissent essentielles, nous aimerions développer des « électro-tigettes » :
tigettes possédant des électrodes. Celles-ci pourraient avoir de trés nombreuses applications, comme
notamment de permettre un interfagage simple de la microfluidique avec 1’électrochimie. Concernant nos
projets, elles nous permettraient de mesurer 1’activité métabolique (consommation d’oxygeéne ou autre
espéce comme le glucose, acidification, etc.) des cellules sous contrainte mécanique. Nous avons déja
initié un tel projet en interne, en collaboration avec 1’équipe MICA du LAAS-CNRS, et couplé des mesures
biologiques a I’échelle de la cellule unique avec des mesures métaboliques*.
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Comme présenté en introduction, nos résultats et ceux de nos collegues montrent que la prolifération sous
confinement / contrainte compressive diminue chez les plantes**®, les cellules animales®-8, les levures!®#
ou encore les bactéries?®?, De plus, comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédent, la dynamique de
développement de la pression de croissance, une fois renormalisée, semble similaire chez les cellules animales,
les levures, et les bactéries (Figure 7). L’ensemble de ces deux résultats guide en partic nos hypothéses de
recherche vers une réponse commune et probablement conservée aux contraintes compressives. Ces
organismes ayant largement divergé d’un point de vue évolutif, nous nous sommes penchés sur une hypotheése
d’origine biophysique, qui sera étudiée dans ce chapitre et le suivant : la variation d’une propriété intrinséque
des cellules, I’encombrement macromoléculaire, pourrait étre a 1’origine de cet impact sur la prolifération
cellulaire. Dans ce troisiéme chapitre, nous allons présenter I’encombrement macromoléculaire, ce qui le régit,
comment nous pouvons le mesurer, et comment il varie sous contrainte mécanique.

Les méthodes de mesure ont principalement été développées durant mon second post-doctorat.
L’encombrement macromoléculaire est une propriété essentielle des cellules mais dont les conséquences in
vivo restent finalement peu étudiées. Notre axe de recherche représente ainsi une approche orthogonale aux
études plus classiques de mécano-biologie qui se focalisent principalement sur la tension de membrane des
cellules comme propriété biophysique principale et impactée par la mécanique.

L’encombrement macromoléculaire : propriété biophysique par les tous les organismes

Tout cellule, gu’elle soit un procaryote ou un
eucaryote (bas ou haut), possede, a une échelle
locale de quelque centaine de nanométres, un
cytoplasme de composition relativement
similaire : des ribosomes qui, avec des ARN
messagers (ARNm), participent & la création de
protéines, lesquelles ont une activité
biochimique nécessaire a certaines fonctions
cellulaires. La composition fine du cytoplasme
varie d’un organisme a l’autre, et est trés
polydisperse : les protéines, nanométriques,
sont plus petites que les ribosomes (environ
30nm) eux-mémes plus petits que les ARNm.
Les concentrations en protéines et ribosomes
sont grandes : il y a par exemple chez la levure ribosomes

S. CereV?Siae environ 1.5 gmlllon (.je pl’\Otéif\]ES et Figure 9 : L’encombrement macromoléculaire est reli¢ a la
1500_0 rlbosom_es par um,, Ce qul amene a Une o nisre gont les espéces bougent, et peut étre influencé aussi
fraction volumique occupée dans le cytoplasme ;e par la composition que par ’activité biochimique.
respectivement d’environ 5% et 20%. La

fraction volumique de ribosomes est notamment trés large : elle est a mettre en regard de la fraction volumique
d’un empilement aléatoire compact de sphéres dures qui est de I’ordre de 64%%.

La présence de protéines et de ribosomes diminue la mobilité des espéces dans les cellules. Par exemple, la
GFP (protéine fluorescent dans le vert) diffuse environ 20 fois plus lentement dans le cytoplasme d’une levure
que dans de I’eau®, et la diffusion de traceurs de grande taille (plusieurs dizaines de nm) dépend largement de
la concentration de ribosomes®. A contrario, lactivit¢ biochimique semble fluidifier 1’environnement
localement*’“8, probablement par les changements de conformation des protéines lors de I’hydrolyse de I’ ATP.

Fthermal

Factive

Nous appelons communément « encombrement macromoléculaire » 1’ensemble des propriétés qui impactent
le mouvement des espéces dans la cellule (Figure 9). Entrent ainsi dans cette définition la composition en taille
et la concentration des différentes espéces, les potentielles interactions qu’elles peuvent avoir, mais également
I’activité biochimique. L’encombrement macromoléculaire dépend trés fortement de la taille des objets
étudiés®. La densité intracellulaire, qui est reliée a la concentration globale des protéines, n’est en ce sens
qu’une sous-partie de I’encombrement : deux cellules peuvent avoir la méme densité mais des mouvements de
particules différents selon la composition amenant a cette densité (100g/L de petites protéines n’aura pas le
méme effet sur la mobilité des objets que 100g/L de ribosomes), ou encore selon 1’activité biochimique
moyenne.

L’impact de I’encombrement macromoléculaire sur les réactions biochimiques a été principalement étudié in
silico et in vitro, avec peu d’études in vivo*4*-%!, Parmi ses effets notables, 1I’encombrement macromoléculaire
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peut influencer les taux de réactions (Figure 10) : la réaction ] L W SL )
entre deux substrats, au-dela de ’affinité de ces substrats entre @ ? .. ®e .‘@f:‘.‘
s o ® 9g%

eux, dépend également de leur probabilité de rencontre, laquelle

dépend de leur concentration mais aussi de leur mobilité ® © ..
respective. Or, I’encombrement macromoléculaire diminuant la e @ ® ..
mobilité des protéines, toute réaction biochimique peut @ ® .. ® 6
finalement étre limitée physiquement, par une augmentation de |feactionrate

I’encombrement. Il a récemment ¢€t€ montré qu’une
augmentation de I’encombrement pouvait ainsi ralentir la Figure 10 : L’encombrement macromoléculaire
réponse a une contrainte osmotique®?, diminuer la synthése des diminue le taux de réaction en limitant Ia
microtubules, en jouant sur les taux de polymérisation / diffusion desespeces.

dépolymérisation®?, ou encore limiter la synthése de protéines*® — nous reviendrons sur ce point dans le chapitre
suivant.

Insistons, encore une fois, sur le caractére universel de cette propriété biophysique. Toutes les cellules ont un
cytoplasme encombré. Cet encombrement peut varier selon I’organisme : il semble par exemple que les
bactéries aient une fraction volumique de ribosomes de ’ordre de 25-30%°*, alors qu’elle est de 20% pour les
levures®, et estimée a 15% pour les cellules mammiféres (données personnelles). Mais malgré ces différences,
I’impact de cet encombrement, et en particulier sa modulation sous conditions de stress, peut avoir des
répercussions similaires pour différents organismes, étant basées sur des propriétés physiques et non sur des
réponses biologiques spécifiques. Bien sir, cela ne signifie pas pour autant qu’une régulation biologique
n’existe pas, celle-ci pouvant par ailleurs étre spécifique a 1’organisme : cela signifie qu’elle serait, le cas
échéant, superposée a ces effets physiques, et que sa régulation en dépendra probablement.

Suivi de particule unique pour mesurer I’encombrement macromoléculaire

— La mesure de I’encombrement macromoléculaire in
nuc. GEMs vivo est une tache assez complexe. Elle peut se faire par

LR imagerie. Nous n’allons pas faire étalage ici de toutes
“loc. signal", les méthodes qui existent, ce n’est pas le but de ce

Ty manuscrit. Nous allons en revanche présenter la
méthode principalement utilisée dans 1’équipe pour
estimer cet encombrement localement, et qui consiste

en un suivi de particule unique.

- -

’ =/ \ —p diffusion—pcrowding

oM /\ single-particle
Ax /¥ tracking

Nous avons récemment développé une nouvelle
_ _ o ~ technologie qui consiste a encoder génétiquement une
Figure 11 : Nanoparticules génétiquement encodées ‘e L s 5 - s
co N protéine dérivée de 1’encapsuline de 1’hyper-

(GEMSs) que nous pouvons suivre a 1’échelle de la . . L
particule unique. Ce suivi nous permet de remonter a la  thermophile P. furiosus, capable de multimeriser pour
diffusion de ces particules et a une estimation de former des cages de quelques dizaines de nanomeétres
I"encombrement a I’échelle de taille caractéristique de la- (Figure 11). En fusionnant en C-terminus de cette
particule. protéine une protéine fluorescente, nous pouvons
visualiser ces particules dans les cellules. Nous avons mesuré par cryo-électro-tomographie que leur taille était
de 40nm¥. La multimérisation de ces protéines en nanoparticules, que nous appelons GEMs pour
« genetically-encoded multimeric nanoparticles » se fait de telle maniére que la partie N-terminus de la
protéine se retrouve cachée a I’intérieur de la particule. Nous pouvons profiter de cette propriété pour
fusionner, en N, un signal de localisation: le monomere sera alors transporté dans le compartiment
correspondant a ce signal de localisation, puis caché a I’intérieur de la particule lorsque celle-ci sera assemblée.
Nous avons ainsi pu réaliser des GEMs qui ont une localisation nucléaire (nucGEMs)®.

Ces particules ont de nombreux avantages : (i) elles sont génétiquement encodées, et donc naturellement
exprimées par les cellules, ce qui les rend directement utilisables sans avoir recours a une injection ; (ii) elles
sont localisables dans différentes organelles, en ajustant le signal de localisation ; (iii) elles sont bien
déterminées en taille par la steechiométrie du multimére, et nous pouvons adapter leur taille en changeant de
monomeére ; (iv) elles sont brillantes, s’agissant de 120-meres, chaque monomére possédant une protéine
fluorescente ; (v) enfin, elles sont a priori encodables dans n’importe quel organisme. Nous et nos collégues
les avons encodées dans des bactéries comme E. coli ou N. meningitidis, des levures comme S. cerevisiae, S.
pombe ou C. albicans, plusieurs lignées de cellules mammiferes, ou encore des cellules végétales comme de
la mousse Physcomitrella patens ou le modele A. thaliana.
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Leur versatilité et robustesse en font un outil de choix pour étudier la rhéologie intracellulaire. Grace a elles,
nous avons par exemple montré que les ribosomes impactaient largement le mouvement de particules a une
échelle « mésoscopique » intermédiaire entre 1’échelle nanométrique des protéines et I’échelle de la centaine
de nanomeétre, et ce, a la fois chez les levures et chez les cellules mammiféres®.

Les GEMs sont assez brillantes pour étre suivies individuellement sur plusieurs secondes, grace a une
microscopie spinning-disk et une cadence d’acquisition rapide (100Hz). Nous récupérons de cette imagerie,
aprés une analyse faite sur FIJI grace au plugin Mosaic, des centaines de trajectoire (x,y,t). Ces trajectoires
peuvent ensuite €tre analysées pour déterminer comment le mouvement de ces particules s’effectue, et
comment certaines conditions peuvent impacter ce mouvement. Une partie non négligeable de notre recherche
actuelle est d’identifier et de modéliser les parametres influencant le mouvement de ces particules.

Diffusion de particules dans les cellules : étude des caractéristiques rhéologiques

Le type de mouvement diffusif le plus connu est le mouvement brownien. Dans ce mouvement, de la collision
aléatoire de particules résulte une distribution gaussienne de tailles de déplacement, échantillonnée sur une
fenétre de temps 1. Cette gaussienne a une moyenne nulle et une déviation standard ¢ = v2dDrt, avec d la
dimension du déplacement et D le coefficient de diffusion de la particule qui diffuse. Nous pouvons définir
pour ce type de mouvement le déplacement quadratique moyen (MSD pour « mean square displacement » en
anglais) qui correspond dans le cas brownien au carré de la déviation standard : MSD(t) = 2dDt. La MSD
est une mesure de la déviation d’une particule par rapport a sa position initiale : plus le temps d’échantillonnage
est long, ou plus le coefficient de diffusion est grand, et plus la particule aura dévié de sa position initiale.
Notons ceci dit qu’il s’agit d’une déviation : la position moyenne de la particule ne change pas.

Ce mouvement est utilisé comme référence pour désigner d’autres types de déplacements qui pourraient avoir
lieu dans des milieux plus complexes, comme par exemple le milieu intracellulaire. La Figure 12 ci-dessous
représente ces différents types de mouvements :

¢ Un mouvement diffusif anormal, qui peut résulter d’interactions électrostatiques ou stériques, et ralentit
localement le mouvement. La MSD qui en découle est sous-linéaire, et souvent modélisée par une loi de
puissance avec un exposent 0 < a < 1.

e Un mouvement confiné, qui résulte de la diffusion dans un endroit que la particule explore entiérement,
amenant & une saturation de sa MSD (a = 0). La particule peut éventuellement s’échapper de cet endroit
pour entrer dans un autre : c’est typiquement ce qu’il se passe dans les membranes plasmiques ou les
particules explorent des domaines membranaires®. La MSD saute alors d’un régime permanent a un autre.

e Une diffusion dirigée, par exemple a vitesse constante, qui résulte en une MSD super-linéaire, souvent
caractérisee par une loi de puissance avec un exposant 2 > o> 1 (a = 2 a vitesse constante). Ce type de
mouvement est typiquement celui de moteurs moléculaires dans les cellules.

Remarquons que_la pente initiale de la MSD est la méme dans tous les cas si le milieu effectif dans lequel
diffuse la particule est le méme : la diffusion effective a temps trés court est similaire.

En étudiant le mouvement des GEMs de 40nm dans les cellules S. cerevisiae, nous avons été amenés a faire

les conclusions suivantes :

1. Nous observons une grande gamme de types de mouvements dans la cellule, allant du mouvement aléatoire
a une diffusion anormale voire confinée pendant quelques secondes, ou encore un mouvement dirigé
durant lequel la particule peut parcourir plusieurs pm en moins d’une seconde.

2. Bien que ces mouvements soient différents, nous pouvons mesurer le coefficient de diffusion pour toutes
ces trajectoires sur un temps court (Figure 12). Le coefficient de diffusion moyen, mesuré alors a 10ms,

Diffusion brownienne Diffusion anormale Diffusion confinée Diffusion dirigée
diffusion normale libre interactions avec I'environnement confinement local ou global transport dans la cellule

confinée

Déplacement quadratique moyen

Temps
Figure 12 : Différents types de mouvements diffusifs, et leur déplacement quadratique moyen (MSD) typique. La pente
a temps courts est la méme pour tous les types de mouvements si I’environnement effectif est le méme.
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est de 0.2 um?/s (Figure 13a), environ

02f= 50 fois inférieur a ce qu’il serait pour

L une particule sphérique de 40nm dans
S0t de I’eau (estimé a 1lpm?s par la
= o relation de Stokes-Einstein).

g 3. Nous pouvons calculer le

o
o
a

coefficient de diffusion a partir de la
ol i = MSD, en divisant celle-ci par 4t (4,
102 107 10° 005 01 015 02 025 03 . . .

7(s) Xog (1) car nous imageons en 2-dimensions).

Figure 13 : Diffusion des GEMs dans le cytoplasme de la levure S. Celui-ci est tracé pour plusieurs
cerevisiae. a. Coefficient de diffusion D = MSD/4t en fonction de 7. Nous  réplicats en Figure 13a. Nous
pouvons extraire et mesurer la valeur du coefficient de diffusion a 10ms
qui vaut environ 0.2 um?/s. b. Distribution de taille des pas mesurée a 10ms.

remarquons qu’aprés ce qui semble

étre un court plateau de quelques
dizaines de ms, il diminue avec le temps d’observation. Ce type de comportement pourrait &tre expliqué
par une diffusion anormale®, mais également par un confinement.

4. La distribution de taille de pas, enfin, présente @ 10ms une longue queue exponentielle, ce qui est en
contradiction avec un mouvement brownien, méme dans un milieu plus visqueux (qui pourrait expliquer
une diffusion plus lente, cf. point 2). Ce genre de comportement a déja été observé dans d’autres systémes
et affublé du nom de diffusion « anormale pourtant brownienne »%, du fait d’une MSD linéaire dans le
temps mais d’une distribution de taille de pas possédant une queue exponentielle. En réalité, elle pourrait
émerger d’interactions stériques® ou de ’hétérogénéité du milieu®.

Une grande partie de notre recherche actuelle est de comprendre ce type de mouvement, pour unifier toutes
ces observations sous un modele de diffusion simple. Nous collaborons avec Efe llker, théoricien spécialiste
de la diffusion, et combinons expérimentation, simulations numériques, et théorie. Les grands résultats qui se
détachent de nos analyses pointent vers une diffusion brownienne ralentie par la présence de protéines (plus
grande viscosité), et bloquée a des échelles de temps de la ps a la dizaine de ms par les ribosomes, agissant
comme un colloide de sphére dure. Le tout diffuse dans un espace confiné, ralentissant la MSD sur des temps
longs (> 100ms). Nous observons que les échelles de temps ne semblent pas vraiment séparées : les particules
n’entrent pas vraiment dans un régime stationnaire de diffusion dans le milieu colloidal effectif avant de
ressentir le confinement de ce milieu. Cela pose de nombreuses questions sur les interprétations des MSD et
des coefficients de diffusion. Une particule peut par exemple avoir un mouvement qui semble sous-diffusif car
étant anormale (MSD sous-linéaire), mais qui correspondrait en fait a des interactions stériques doublées d’un
confinement. Dans ce cas, comment définir le coefficient de diffusion est une question trés complexe, car
dépendant grandement du temps auquel cette quantité est observeée.

Enfin, nous portons une attention toute particuliére a 1’activité biochimique, et son role sur la diffusion. Etudier
son role expérimentalement n’est pas aisé: dépléter totalement I’ATP dans les cellules, par un
empoisonnement des mitochondries et de la glycolyse, est en soi faisable. Ceci dit, I’activité régule nombre de
parametres comme le pH ou encore une forme de turgescence. Ainsi, de nombreux contréles sont nécessaires
pour nous assurer que les effets observés correspondent bien a ce que nous voulons perturber (I’activité
biochimique), et non pas a un effet secondaire comme un changement de pH ou de volume cytoplasmique.

—A33‘8(mam.)

. . C ey . . oz —— 8. cerevisiae (fung.)
Diffusion similaire des GEMs chez plusieurs 100k /\ E. col (bact.) |
organismes ~ \\\\

Comme précise plus haut, nous avons encodé les GEMs de % .
40nm dans différents organismes : des bactéries (E. coli), 310" | | E. col
des Ie\_/u‘reS (S. ceverisiae) et des cellules cancéreuses o 5. cerevisiae |
mammiferes. Notre premier constat est que le cytoplasme
i , X . . 102} | [A338 — :
de E. coli est plus encombré que celui de S. cerevisiae, lui- ‘ ‘ ‘ ‘ EaN

A 4 i i 0 0.3 0.6

méme plus encombré que celui de cellules mammiféres Diffusion (um?/s)

(insert Figure 14). Ce résultat corrobore nos estimations et
mesures de la fraction volumique de ribosomes, qui est plus
grande pour E. coli que pour S. cerevisiae et les cellules

mammiferes. Figure 14 : Distribution des déplacements

. L " normalisés par le déplacement moyen pour
Ce qu’il y a de particulierement intéressant est que tOutes isra onts organismes. Insert: Coefficient de

les conclusions que nous avons tirées sur le type de giffusion mesuré pour ces mémes organismes.

0 0.5 1 1.5
Normalized displacement (Ax/<Ax>)
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diffusion chez S. cerevisiae semblent également valides dans ces autres organismes. Ceci prédit en particulier
gue si nous renormalisons le déplacement dans un organisme par le déplacement moyen, alors la distribution
de ces déplacements devrait étre similaire, et exhiber également une queue exponentielle aux mémes échelles
de temps de la dizaine de ms — ce que nous observons (Figure 14).

Ces reésultats renforcent notre intuition que la diffusion doit avoir des régles de fonctionnement assez
semblables dans différents organismes. Si ces regles sont similaires, la maniere dont la diffusion est affectée
pourrait également I’étre, ce qui ameénerait & une réponse biophysique, sous compression mécanique,
potentiellement analogue, comme nous ’avons observé en Figure 7. Nous allons maintenant discuter de
comment 1’encombrement est modifié¢ lorsque les cellules proliférent sous confinement et développent de la
pression de croissance.

—D_=D, exp‘™* ' | Impact de la croissance confinée sur I’encombrement
10° 2onm-GEM1 Mmacromoléculaire
. oo . | Nous avons cherché & savoir comment [’encombrement

40nm-GEM (Cyfo)@ macromo_léculairg dépenda_it_de la pre_ssion_ de groissance. No_usl avons
| pour ceci mesuré le coefficient de diffusion a 10 ms de différentes

particules : des GEMs de 20nm, des GEMs de 40nm ; et des particules

d’ARN messager (ARNm) d’environ 80nm, qui correspondent a des

D, (um?s)
3

10° ! ARNm possédant des répétitions d’un motif interagissant avec la
i protéine MS2 taguée avec une GFP pour pouvoir les visualiser. Nous
104 . . | observons que la diffusion de ces particules décroit avec la pression de

0 01 02 03 04 . - . ;
GIP (MPa) croissance, et ce de maniere exponentielle, avec une pression

Figure 15 : Coefficient de diffusion caractéristique qui diminue avec la taille des particules diffusantes
(GEMs de 20nm et 40nm, et particules également avec la pression de croissance chez la bactérie E. coli

d’ARN messager (mRNP)), en fonction (données non montrées).
de la pression de croissance (GIP). . i . . . s .
La Figure 16 schématise notre modéle expliquant ’origine de la

pression de croissance, et pourquoi les cellules deviendraient plus encombrées sous confinement. Nous
supposons que la création de biomasse et d’osmolyte (soit création pure, comme la production de glycérol
chez S. cerevisiae, soit un import) se fait de maniére totalement proportionnelle. Comment ce couplage
s’effectue précisément est une question trés intéressante a laquelle nos travaux contribuent, mais pour laquelle
il n’existe pas encore de réponse. Deux pistes a explorer pourraient étre un couplage par la tension de
membrane, ou par I’encombrement lui-méme. Dans un cas de croissance libre, la création d’osmolyte et de
biomasse améne a une augmentation de 1’osmolarité intracellulaire et de I’encombrement. Cette augmentation
de ’osmolarité résulte d’un accroissement du volume cellulaire

(croissance) et notamment un influx d’eau, qui dilue I’ensemble Croissance libre osmolarité

et permet une homeéostasie de parametres tels que intracellulaire
I’encombrement ou 1’osmolarité. En revanche, lorsque la /\
croissance est confinée, I’accroissement du volume cellulaire est m
limité : cela résulte en une accumulation progressive a la fois des temps

osmolytes et de I’encombrement. L’augmentation de 1’osmolarité
intracellulaire se mesure par la pression de croissance qui en
émerge directement. L’augmentation de 1’encombrement est

quant a elle mesurée par les GEMs (Figure 15).
Croissance confinée

La variation exponentielle de ’encombrement avec la pression de

croissance découle directement de ce modéle et de ce couplage /
entre création d’osmolytes et de biomasse. Nous avons montré R
précédemment®’ que les propriétés rhéologiques du cytoplasme d
de S. cerevisiae et des cellules mammiferes étaient bien décrites

par 1’équation phénoménologique de Doolittle, modélisant une @
variation de la diffusion en fonction de la fraction volumique.

Cette description est compatible avec nos conclusions de la partie

précédente, 1’équation de Doolittle ayant été dérivée par Cohen Figure 16 : Schéma de principe de I'évolution
et Turnbull dans le cas d’un colloide de sphéres dures®®. En de I’osmolarité intracellulaire ainsi que de

5 . . y s . , I’encombrement dans le cas d’une croissance
couplant I’équation de Doolittle avec I’équation de van’t Hoff, et |ihre ou confinée. Crédit - B. Alric.

temps
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en écrivant que la pression de croissance P correspond a la surpression osmotique du cytoplasme par rapport
a la pression osmotique intracellulaire basale (P = TI; — 1Y, avec II; et 1Y respectivement la pression
osmotique du cytoplasme sous confinement ou en croissance libre), nous pouvons montrer que le coefficient
de diffusion dépend exponentiellement de la pression de croissance®. Nous avons réussi a calibrer la pression
caractéristique pour les GEMs de 40nm, si bien que la courbe tracée pour ces particules sur la Figure 15
correspond a une prédiction du modele, qui s’avére étre excellente. Plus de détails calculatoires sont
disponibles dans la Ref. 40.

Augmentation de 1’encombrement macromoléculaire nucléaire sous pression

L’encombrement macromoléculaire augmente donc dans le cytoplasme des levures et des bactéries, de maniére
prédictive dans le cas des levures. Cette augmentation est théoriquement concomitante a une augmentation des
espéces dans la cellule a toutes les échelles de taille (osmolytes, protéines, ARNm, ribosomes, complexes
protéines, etc.), en I’absence de régulation spécifique. Ces augmentations de concentration dans le cytoplasme
doivent évidemment avoir des répercussions sur le volume d’autres organelles, et ainsi que sur leur
encombrement.

Ceci est notamment le cas du noyau. En utilisant les GEMs de 40nm ayant un signal de localisation nucléaire®,
nous avons pu mesurer comment la diffusion a une échelle de taille donnée pouvait dépendre de la localisation
subcellulaire et de la pression de croissance (Figure 17). Nous avons ainsi observeé que la diffusion des GEMs
de 40nm dans une condition non perturbée était la méme dans les deux compartiments, résultat déja trés
intéressant en soi, mais que nous ne pouvons expliquer pour le moment®. Nous avons également mesuré que
I’encombrement macromoléculaire augmentait aussi dans le noyau 0.3
avec la pression de croissance, et semblait avoir exactement la méme ¢— cyto.
dépendance en termes de pression que dans le cytoplasme. --8-- nuc.

N
o2 ;“i@%

Nous avons observé que le volume du noyau diminuait avec la
pression de croissance*. Le noyau posséde des pores permettant le
passage non-régulé de petites especes, avec un seuil de taille a environ \

5nm : toute espéce supérieure a cette taille ne pourra étre importée ‘#’*;}'?ﬁ

que par des mécanismes actifs. Ainsi, I’accumulation d’espéces 0.1 N
supérieures a 5nm dans le cytoplasme peut créer une pression ' \%‘"‘*H’
colloidale exercée sur le noyau, proportionnelle a la pression de
croissance et a I’encombrement, et qui le comprimerait L . .
progressivement.  Cette  compression  augmenterait  alors 0 0.(23|P (MP;J)"‘ 06
1’?ncombrement dans_ce compart_iment avec potentiellemet}t laméme gure 17 : Coefficient de diffusion dans
dependance en pression de croissance que celle observée dans le e cytoplasme et dans le noyau des GEMs

cytoplasme. Un tel modele est par ailleurs compatible avec nos de 40nm mesuré a 10ms en fonction de la
données®, pression de croissance. Crédit : B. Alric.

D40nm (umzls)

Conclusions et Perspectives

Le cytoplasme des cellules, procaryotes comme eucaryotes, est trés encombré de macromolécules. Leur
présence réduit fortement la diffusion de traceurs dans le cytoplasme par rapport a une diffusion dans de I’eau,
avec une diffusion ralentie d’un facteur 50 pour des particules de 40nm. De plus, la diffusion ne peut étre
caractérisée de brownienne, avec des caractéristiques comme la distribution de taille de pas présentant une
queue exponentielle au lieu d’une plus simple gaussienne.

Nous avons commencé a déchiffrer comment les différentes propriétés intracellulaires pouvaient influencer le
mouvement de particules. Parmi ces propriétés, une viscosité effective émerge des interactions stériques et
électrostatiques avec les protéines ; une fraction volumique significative de ribosomes confére a ce milieu des
propriétés de colloides de spheéres dures ; et un confinement local a une échelle de plusieurs centaines de
nanomeétres diminue la MSD avec le temps. L’activité biochimique semble également jouer un role : des
résultats préliminaires obtenus avec notre collaborateur Liam Holt semblent montrer que la diffusion des
GEMs de 40nm diminuerait presque d’un facteur 2 lorsqu’il n’y aurait pas d’activité.

Une grande partie de nos activités actuelles consiste donc a poursuivre 1’étude des propriétés rhéologiques des
cellules, et a déterminer les similitudes entre organismes, comme la distribution de taille de pas. Le réle de
I’activité est un point central sur lequel nous allons focaliser notre attention. Mieux comprendre comment les
especes bougent dans les cellules est essentiel pour dégager des propriétés générales, et voir notamment si
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I’encombrement varie de maniére similaire sous pression de croissance. Il nous apparait essentiel de savoir si
la décroissance exponentielle observée se retrouve dans d’autres organismes, et méme si, plus simplement,
I’encombrement augmente dans les cellules mammiféres également.

Nous allons également nous attacher a étudier I’encombrement dans d’autres compartiments cellulaires,
comme le réticulum endoplasmique, le Golgi, ou encore les mitochondries. L’osmorégulation de ces
compartiments n’est absolument pas ¢tudiée, et des changements relatifs sous pression de croissance de
I’encombrement dans ceux-ci pourraient apporter des réponses inattendues. Par-dela les compartiments
possédant une membrane / enveloppe comme ceux sus-cités, nous focaliserons également notre attention sur
des compartiment formés par séparation de phase, comme notamment le nucléole. Nous avons observé
(résultats non montrés) que cette sous-partie du noyau était de plus en plus condensée a mesure que la pression
de croissance, et donc I’encombrement nucléaire, augmentait. La synthése de I’ARN ribosomal étant réalisée
dans ce compartiment, des changements de ses propriétés pourraient avoir des conséquences sur la production
des ribosomes, et pourraient donc rétro-agir physiquement et peut-étre méme passivement contre
I’augmentation de la quantité de ribosomes. De maniére générale, la recherche de mécanismes physiques
induits par I’encombrement, ou tout simplement le régulant, est un axe de recherche fort et émergeant de nos
thématiques.

Enfin, bien que nous focalisions nos efforts de recherche sur I’encombrement et ses effets, nous pensons que
la tension de membrane, autre parametre physique important de la cellule, peut aussi étre impacté par la
pression de croissance : nous allons ainsi initier des mesures de celle-ci, dans divers organismes, sous pression
de croissance.
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IV. IMPACT DE LA PRESSION DE CROISSANCE SUR LA
PROLIFERATION

Encadrement sur cette partie :

e Post-doctorant : Zacchari Ben Mériem

e Ingénieur : Julien Faccini

e Etudiant.e.s en thése : Baptiste Alric, Lucie Albert, Tiphaine Matéo, Laure Le Blanc, Térence Desclaux,
Claire Lac, Sanzhar Aitbay, Ilaria Rizzuti
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La prolifération sous confinement doit impliquer une réduction de celle-ci, comme expliqué en introduction.
Tres logiqguement, une cellule ne peut croitre indéfiniment sous confinement : pour cela, il lui faudrait déplacer
les frontiéres de son environnement et ainsi développer toujours plus de pression. On imagine aisément qu’une
pression infinie ne peut étre développée, ou, qu’a terme, le matériau rompt (que ce soit I’environnement ou les
cellules elles-mémes). De méme, la division cellulaire doit nécessairement s’arréter si les cellules ne peuvent
croitre, sinon elles deviendraient de plus en plus petites, voire inférieures a la taille de leur noyau. Au-dela de
ces deux limites physiques, une troisiéme doit exister, en I’absence de régulation biologique : si I’augmentation
de ’encombrement est inhérente a la pression de croissance, par un couplage entre la production d’osmolytes
dont elle émerge et la production de biomasse encombrant le cyoplasme, alors I’encombrement devrait
augmenter tant que les cellules proliferent, et devrait atteindre un niveau tel que le cytoplasme se gélifierait
totalement (transition de blocage).

Ces limites intrinséques étant posées, 1’observation expérimentale est en effet que les cellules proliférent de
moins en moins sous confinement et contrainte compressive. Par ailleurs, aucun mécanisme biologique n’a été
trouvé a ce jour permettant d’expliquer cette réduction. Des mécanismes biologiques doivent bien exister,
notamment pour réguler ’encombrement, mais se superposeront aux limites physiques présentées ci-dessus.
L’encombrement étant une propriété universelle qui a le potentiel d’impacter grand nombre de processus
intracellulaires, nous avons émis 1’hypothése, qui constitue le socle de notre projet de recherche, que la
réduction de prolifération sous confinement était induite par une augmentation de 1’encombrement. Cette
réduction pourrait étre directe (blocage « cinétique » de la prolifération ») ou indirecte (induction par
I’encombrement de voies de signalisation réduisant la prolifération). Nous pensons que la réponse peut ne pas
étre la méme en ce qui concerne la croissance et la division cellulaire, que nous étudions indépendamment.

Notre approche constitue un nouvel axe de recherche en mécano-biologie, qui émerge a peine : comprendre
comment des modulations de I’encombrement macromoléculaire peuvent impacter la physiologie cellulaire.
Nous verrons que de nombreuses questions en découlent, et alimentent notre projet de recherche.

Réduction de la croissance sous confinement de S. cerevisiae

La mesure des courbes de pression de croissance 2 b. _

. N - - ; 04 -
nous a montré que cette derniere ralentissaitavec 07 b < \
le temps (Figure 18a), et ce pour tous les o6 ~ 03\ EW N
organismes (Figure 7). Comme discuté plus en —os o S0 3 ‘
avant, la pression de croissance émerge de la = o4 ; / | & 02 G 0 g:P?i\ZA::) 04
production d’osmolytes. Si la génération de §Fos ik P | %ms =
pression diminue, cela signifie que la production > R . ——
d’osmolytes devrait diminuer avec la pression, et ¢4 0.05 N
par conséquent, la production de biomasse. oL % ‘

.. . . 0 5 10 0 0.1 02 03 04

Nous avons ainsi mesuré le taux de croissance Time (h) GIP (MPa)

des cellules sous confinement, et observé que ce
dernier diminuait avec la pression (Figure 18Db).
Cette diminution semble par ailleurs étre
exponentielle.

Figure 18. a. Dynamique de la pression de croissance (GIP). b.
Taux de croissance en fonction de la pression de croissance.
Insert : Méme courbe tracée en échelle semi-logarithmique.
Crédit : B. Alric.

Nous n’avons pas connaissance d’autres mesures de ce type dans la littérature. Nous avons également observé
chez d’autres levures comme S. pombe ou C. albicans une diminution de la croissance sous confinement
(données non montrées). Durant ma these, nous avions démontré que chez les mammiféres, la compression
osmotique par de grosses molécules de dextrans de sphéroides multicellulaires engendrait une diminution
exponentielle de la croissance®?%, Cependant, méme si de récents travaux commencent a donner une
explication sur la maniére dont ce type de compression osmotique peut agir au niveau de sphéroides®, la
maniére dont cette contrainte agit reste encore peu défini.

Réduction de la biosynthese sous pression de croissance

Notre hypothése sur le couplage entre la production d’osmolytes, dont résulte la croissance et la pression de
croissance, et la production de biomasse, dont résulte 1’encombrement, est que si le taux de production
d’osmolytes diminue, alors le taux de production de protéines doit également diminuer. Cette diminution de
la biosynthése sous pression pourrait étre a 1’origine de la réduction de croissance.
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Afin d’étudier cette question, nous avons  a.
utilise un rapporteur fluorescent du
promoteur codant pour le géne ADH2,
PaoHz-mCherry. Ce dernier peut étre induit
en retirant le glucose du milieu de culture, ce
qui a I’avantage de stopper la croissance et
donc la génération de pression de croissance.
Nous avons induit ce rapporteur pour des
chambres de culture a différentes valeurs de
la pression de croissance, et avons observé
que I’augmentation de fluorescence semblait
diminuer avec la pression de croissance
(Figure 19a).

Nous pouvons quantifier I’intensit¢ de
fluorescence a I’échelle de la cellule unique
et remarquons en effet que ’accumulation de
fluorescence diminue avec la pression
(Figure 19b). Nous avons développé un
modéle simple dans lequel nous considérons
gu’aprés un certain temps moyen
d’induction, les cellules produisent I’ARNm 0>
puis la mCherry. En négligeant les taux de
dégradation (voir les Sl de la Ref. 40 pour
plus de détails), nous montrons que
I’accumulation de fluorescence doit suivre
une loi quadratique, qui ajuste trés bien nos
données expérimentales (Figure 19c).
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Figure 19 : Impact de la pression de croissance sur la production de
protéine. a. Fluorescence au bout de 7h d’induction d’un rapporteur.
b. Quantification a 1’échelle de la cellule unique de la fluorescence

Modéle et ajustement quadratique de la

Nous avons montré que le taux de production de protéine diminuait effectivement avec la pression (Figure
19d), et ce, avec une vitesse similaire a ce que nous observons pour le taux de croissance (environ 70% de
réduction a une pression de 0.3MPa), ce qui semble compatible avec I’hypothése que le taux de croissance
diminue par une diminution de la production de biomasse.

La biosynthése semble limitée par 1’augmentation de I’encombrement

La réduction de la biosynthese peut avoir plusieurs origines. Nous avons émis I’hypothése que cette réduction
était intrinsequement reliée a I’augmentation de I’encombrement que nous mesurons sous confinement. Ce
point est assez difficile a vérifier : de maniere générale, la causalité est complexe a obtenir en biologie. Nous
avons décidé d’étudier cette hypothése en effectuant des contraintes osmotiques sur des levures qui ne peuvent
pas osmo-adapter (HOG14). Ces contraintes sont orthogonales a la pression de croissance, mais agissent a
I’échelle de la cellule de la méme maniére, en augmentant I’encombrement. Nous utilisons par ailleurs assez

a
(4
. 1.5 hogia
23 L | —ar
%;C’ 1.0 S 04 —— Sorbitol (hog14)
= \\ I
g2 o5 e =3
==
we ——~ | T os}
0 . £
0 0.5 10 o
Sorbitol (M) @
£ 02
b £
c 12 F kg D 1G]
.5208 s=92+12nm 0.1
o Y —
G Eo4 ;//)1’ GIP 0
0L —meect™ — Sobitol 0 02 04 06 08 1.0 1.2

0 0.05 010 0.15 020 0.25

Do (1M s7")

Expression rate (a.u.)

Figure 20. a. Les contraintes osmotiques réduisent aussi le
taux de production de protéines. b-c. La réduction de
production tracée en fonction de la diffusion des GEMs de
40nm (b) ou du taux de croissance (c) montrent une
la contrainte

dépendance similaire que ce soit pour
osmotique ou la pression de croissance. Crédit : B. Alric.

souvent les contraintes osmotigues dans ce mutant
afin _de tester des hypothéses purement reliées a
I’encombrement.

Dans un premier temps, nous avons montré que le
taux de production de protéines, mesuré par le méme
rapporteur Papro-mCherry, diminuait également
lorsque nous appliquions une contrainte osmotique
(Figure 20a). Ce résultat suggére fortement qu’une
variation de D’encombrement influence Ila
biosynthése.

La comparaison directe de ces deux contraintes n’est
pas évidente : une pression osmotique de 0.5 MPa ne
correspond pas directement & une pression
mécanique de la méme intensité. Cependant, comme
la pression osmotique augmente 1’encombrement,
nous avons décidé de tracer les taux de production en

26



fonction de la diffusion des GEMs de 40nm mesurée a 10ms pour les deux contraintes (Figure 20b). Nous
remarquons alors que les données pour les deux contraintes se superposent parfaitement. Ce résultat tres
important suggére que la variation d’encombrement impacte les cellules de la méme maniére pour ces
contraintes orthogonales. De plus, la variation semble suivre une loi de puissance, que nous pouvons expliquer
théoriquement en supposant que la biosynthése soit limitée par la diffusion de substrats®.

A ce stade, nous ne savons pas ce qui limite la production de protéine, mais savons seulement que
I’encombrement est impliqué. Celui-ci pourrait agir directement, en limitant par exemple la transcription ou la
traduction, ou encore le transport de transcrits. Mais il pourrait aussi avoir des effets indirects : nous avons
mentionné la compression du nucléole qui pourrait ralentir la production de ribosome, mais il pourrait y avoir
d’autres effets de ’encombrement sur certaines réactions biochimiques reliées a la biosynthése. Ce point précis
fait partie de nos perspectives de recherche a court terme.

Modele prédictif de la réduction de croissance sous confinement

Les résultats précédents suggérent donc que la réduction de biosynthése est reliée a une augmentation de
I’encombrement. Cette réduction de biosynthése semble proportionnelle a la réduction du taux de croissance
des cellules sous confinement (Figure 20c). Ceci nous amene a un modéle théorique que nous avons développé,
schématisé dans la Figure 21a, et qui nous permet d’expliquer ce qu’il se passe sous confinement.
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I’encombrement peut diminuer la biosynthése, E fgg i & 04

méme si Iorigine de cette diminution n’est pas 2 449 oo s

connue. Lorsque les cellules sont confinées, & so o 02

elles générent de la pression de croissance. o5 P;"fzg S A
Celle-ci comprime les cellules, et limite leur Time (h) Time (h)

expansion, limitant en partie la croissance - o1 Modele d _ . ot oredicti
4 ; A igure 21 : Modéle de croissance sous confinement et prédiction.
(boucle de retroaction en rouge). Ce modele est a. Modéle. b-e. Prédiction de ce modele pour la production de

entierement dete}"le dans |eS\SUpp|_em,ents de la protéines (b), le taux de croissance (c), la variation du nombre de
Ref. 40. 1l possede 8 parametres indépendants cellules (d) et la pression de croissance (e). En rouge, nous
que nous avons tous pu calibrer, nous tracons la prédiction obtenue s’il n’y avait pas de rétro-action
permettant ainsi de tester sa prédictibilité. physique de I’encombrement. Crédit : B. Alric.

Nous avons tracé en Figure 21b-e la prédiction de notre modéle, qui s’avere excellente (courbes en orange).
Notre modéle étant totalement calibré, nous avons alors pu relaxer la rétroaction de I’encombrement sur la
biosynthése afin de tester son effet relatif (courbes en rouge). Nous remarquons que sans cette rétroaction, la
croissance diminue toujours, du fait de la limite de I’extension de la cellule par la pression de croissance
grandissante, mais diminue bien plus lentement qu’avec la limite physique de I’encombrement. Ceci a pour
effet que la pression de croissance augmente treés rapidement. L’encombrement dans la cellule augmente
également fortement et plus rapidement qu’avec rétroaction, et devrait par ailleurs imposer une limite haute.

Ces résultats suggérent donc que 1’augmentation de 1’encombrement et la rétroaction que celui-ci a sur la
biosynthése est essentielle a la stabilité du systéme, car il ralentit la croissance sous confinement. Cette limite
physique, encore peu étudiée, pourrait a priori étre valable pour tous les organismes, mais cela reste encore a
démontrer. Nous avons initié ce genre de mesures chez la bactérie E. coli et observons des effets qui semblent
aller dans le méme sens. Nous avons débuté des études sur I’effet de I’encombrement sur la biosynthése chez
les cellules mammiféres.
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Réduction de la division cellulaire sous confinement

Rappelons que la Ab WT (P=0MPa) WT (P=0.4MPa) SMuSh (P=0.4MPa) B Fraction of cells
prolifération  est un  § i
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processus coordonnant @ —
croissance et division g — —
cellulaire. Cette < 7 I —— Frodups

S —
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niveau de points de =
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Fraction of cells with
G1-type GFP-Tub1

GFP-TUB1

contrdles, notamment au
niveau de la transition

GL/S, comme I_e_pomt Start Figure 22 : Diminution de la division cellulaire sous pression de croissance. a. Analyse
chez S. cerevisiae, ou le g, répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire pour des S.
point de restriction chez les cerevisiae libres ou sous pression, et sous pression avec un mutation sur la voie de
eucaryotes supérieurs_ signalisation SMuSh. b. Quantification de cette analyse.

Dans une ancienne étude, nous avions montré que la réduction de croissance était accompagnée d’une
réduction du taux de division, les cellules étant arrétées dans la phase G1 du cycle cellulaire?. Pour ceci, nous
avions a la fois mesuré la densité de cellules présentant une localisation nucléaire de la protéine Whi5®, mais
également la quantité de cellules présentant un aster de la phase G1 par un marquage de la tubuline. L’arrét
dans la phase G1 semble dépendre d’une voie de signalisation que nous avions nommée SMuSh et qui, si
délétee, semble a la fois ne pas inhiber la division cellulaire et étre reliée & une plus grande lyse des cellules
(Figure 22). SMuSh est déclenchée par une mucine transmembranaire Msb2, et signale par la MAPKKK Stell.
Cette derniére a de nombreuses cibles, comme notamment Hogl, qui régule la réponse a une contrainte
osmotique. Comment exactement Msb2 ressent la contrainte compressive est encore inconnu, méme si nous
semblons observer une agrégation de celle-ci sous pression (résultats non montrés).

A ce stade, & part cette régulation par la voie SMuSh, nous n’avons pas trouvé, et il n’a pas été fait mention
dans la littérature a notre connaissance, de voie de signalisation pouvant controler la transition G1/S sous
confinement. Certains capteurs du mur cellulaire semblent aussi pouvoir répondre a la compression chez la
levure®’ mais leur implication dans la régulation du cycle cellulaire n’est pas encore montrée. Quelques
résultats récents chez les cellules mammiféres semblent impliquer une activation de la voie des PI3K par des
canaux ioniques mécanosensibles pour la réentrée dans le cycle cellulaire®, mais n’est pas forcément reliée a
I’arrét du cycle.

Nous avons commencé a mener des études similaires chez la bactérie et chez les cellules mammiféres. Nous
observons en résultats préliminaires que le taux de division ralentit également chez les bacteéries, et que les
cellules mammiféres semblent s’accumuler également dans la phase G1 du cycle cellulaire®. De plus, une
inhibition de la PI3KP impacte fortement la capacité des cellules a proliférer sous pression (résultats non
montreés).
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Mitosis Plusieurs hypothéses de contréle peuvent coexister, comme
notamment un contrble mécanique de cette transition. Nous
@

A /\ (_— JE——  avons par exemple mesuré que I’encombrement en G1 était
~— 3 plus élevé que dans le reste du cycle cellulaire (Figure 23a).
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Figure 23. a. Coefficient de diffusion dans Ccollaboration avec le groupe de S. Tournier et Y. Gachet sur
différentes phases du cycle cellulaire. b. Impact I’incidence du confinement spatial sur la mitose. Des résultats
de la pression de croissance sur la mitose : préliminaires nous montrent que 1’augmentation de
ralentissement de - I'¢longation = du = fuseau  penoombrement cytoplasmique et nucléaire s’accompagne
mitotique et apparition de cassures de ce fuseau. ., N . .y . -
d’une diminution de la vitesse d’élongation du fuseau (Figure
23b), en accord avec de récents résultats de la littérature sur I’impact de contraintes osmotiques sur la
division®. De plus, cette réduction s’accompagne d’une grande occurrence de brisures du fuseau mitotique
(Figure 23b). Nous avons relevé d’autres anomalies durant la mitose, comme la présence de bras de
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chromosomes présentant des défauts d’attachement, ou encore des chromosomes entiers ayant un retard durant
la ségrégation (résultats non montrés). Ces résultats montrent une potentielle source d’instabilité génomique
durant la division sous confinement, comme trouvé chez les mammiféres®,

Pour conclure cette partie, il semble donc que la division cellulaire ralentisse sous confinement et que les
eucaryotes s’accumulent principalement dans la phase G1 du cycle cellulaire, méme ceux pour qui cette phase
n’est normalement pas une phase de controle assez forte (comme C. albicans ou S. pombe — résultats non
montrés). L’origine de cet arrét, ou ralentissement, n’est pas connu, mais pourrait étre relié en partie a
I’encombrement macromoléculaire (nucléaire ou cytoplasmique), ou a la compression du noyau (rappelons
gue la mitose est fermée chez les fongiques).

Coordination entre croissance et division sous pression

Nous avons donc vu que croissance et division diminuaient sous . 0.07
confinement. Dans des conditions normales de prolifération, croissance € ¢
et division sont coordonnés. Cette coordination peut étre différente < *+
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points sous confinement. %3 0.03 N
Chez S. cerevisiae, la diminution de croissance s’accompagne de N
maniére proportionnelle a ’échelle de la population de cellule, d’une 12 \_*_
diminution de la division cellulaire. Nous avons tracé la proportion de =001} ,2_ ogg S]]
cellules présentant une localisation nucléaire de Whi5 en fonction du
taux de croissance de la population, et remarquons une anti-corrélation
presque parfaite de ces deux quantités (Figure 24). Ce que nous
ignorons a ce stade est si la diminution de croissance implique I’arrét X

ye .. N .. dans la phase G1 du cycle cellulaire,
en GI1, ou l’inverse. La transition G1/S est reliée a la d1_1ut1_01'1 de | esuree par la présence de la protéine
Iinhibiteur Whi5 justement® : en I’absence de croissance, cet inhibiteur \whis dans le noyau, est proportionnelle
pourrait par exemple ne pas étre dilué, bloquant cinétiquement les & la reduction du taux de croissance,
cellules en G1. chez S. cerevisiae.

Nous avons initié ce type de mesures chez la bactérie E. coli. Bien que les données restent pour I’instant
qualitatives, nous observons une trés grande différence : alors que la croissance semble rapidement diminuer,
la division, elle, ne ralentit pas aussi vite. Cela implique que les cellules se divisent et deviennent de plus en
plus petites. Contrairement aux eucaryotes, les bactéries ne semblent pas posséder pas de point de controle
dans leur cycle qui pourraient coordonner la diminution de croissance a la diminution de division.
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Figure 24 : L’accumulation de cellules

Conclusions et Perspectives

Nous avons montré que I’encombrement impactait la production de protéines, et que sa réduction expliquait
la réduction de la croissance observée sous confinement. Ce résultat est, & mon sens, assez fondamental : il
relie une propriété intrinseque des cellules, jusqu’ici sous-étudiée, a la croissance. Cette boucle de rétroaction,
au-dela de son importance pour la réponse sous confinement, est également primordiale pour la croissance des
cellules dans des conditions normales.

La maniére dont I’encombrement régule la biosyntheése reste un mystere. Nous avons évoqué certaines pistes,
comme la réduction de certains taux de productions (transcription ou traduction), ou encore un impact indirect
sur certaines organelles comme le nucléole. Un point sur lequel nous allons concentrer nos efforts sur du court
terme est le rble de la séparation de phase liquide-liquide. Nous avons montré que 1’encombrement
intracellulaire pouvait moduler celle-ci®’. Le nucléole est une organelle issue de la séparation de phase. Des
résultats préliminaires semblent impliquer d’autres organelles issues de cette séparation de phase, qui seraient
les P-bodies. En effet, nous montrons que ces derniéres se forment sous pression, et qu’elles semblent étre
impliquées dans la régulation de ’encombrement lorsque celui-ci est trop élevé. Nous pensons que de
nombreuses régulations, directes (cinétiques de réaction) et indirectes (déclenchées par la pression /
I’encombrement) coexistent dans les cellules pour s’assurer que ce paraméetre crucial reste & une valeur bien
déterminée. Nous ne nous attendons donc pas a trouver une voie de signalisation en particulier, mais de
nombreuses voies qui ceuvreraient ensemble & la régulation de ’encombrement, a différentes échelles de
taille®,
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Nous avons commencé a étudier ces questions dans d’autres organismes, et poursuivrons les efforts dans cette
direction, afin d’élucider une potentielle universalité de la réponse. Bien que nous pensions que les réponses
indirectes (régulées) soient spécifiques a I’organisme, les réponses directes, basées sur des limites physiques,
pourraient &tre communes. Nous essaierons de les identifier, pour unifier la réponse de différents organismes
a la prolifération confinée.

La diminution de croissance s’accompagne d’une diminution de la division cellulaire. Celle-Ci pourrait avoir
des origines également liées a I’encombrement, ou pourrait étre une conséquence de la limite de la croissance,
les deux étant liés. Nous avons montré que les cellules eucaryotes s’accumulaient en G1, mais nous n’en savons
pas plus. Nous avons initi¢ une collaboration avec 1’équipe d’A. Taddei pour étudier une potentielle mise en
quiescence des cellules, et il semble en effet que ce soit le cas : des résultats préliminaires pointent vers une
réorganisation de la chromatine et une hyperclusterisation des télomeres, signe de quiescence chez S.
cerevisiae.

D’autres phases du cycle pourraient étre impactée. La phase de synthése de I’ADN (phase S) sera étudiée,
notamment en lien avec son initiation, afin d’observer si son entrée est possible lorsque 1’encombrement est
trop fort, ou si une synthése sous fort encombrement ne peut pas impacter la réplication de certaines structures
tertiaires stables de I’ADN. Nous allons également continuer nos études sur la mitose, afin d’étudier si les
défauts durant cette phase peuvent facilement étre réparés. Une mauvaise réplication / division de I’ADN peut
étre source d’instabilité génomique, trés importante dans le cas du cancer. De plus, I'aneuploidie peut
potentiellement désencombrer la cellule, ayant été associée a une signature de contrainte hypotonique et un
abaissement de la viscosité cytoplasmique’®. Ceci pourrait conférer un avantage prolifératif aux cellules sous
pression : moins d’encombrement permettrait de limiter ses effets négatifs sur la prolifération.

Nous avons commencé des expériences montrant que certains mutants comme SFP14, moins encombrés que
la souche sauvage, proliféraient plus vite que celle-ci & pression de croissance égale (Figure 25a). Cette
prolifération plus rapide fait que la souche mutante peut gagner une compétition pour I’espace sous pression
(Figure 25b-c). Certaines mutations bien connues dans le cas du cancer du pancréas, comme la mutation
activatrice de la protéine KRas, semblent aussi moduler I’encombrement (Figure 25d) : celle-ci, au-dela de ces
effets spécifiques sur la prolifération, pourraient aussi procurer un avantage évolutif de croissance sous
confinement. L’étude de la compétition cellulaire sous confinement fera partie, a court et moyen terme, des
guestions que nous étudierons.

S. cerevisiae mutant sfp1 Mammalian cell
a . b os, c 4 d 1
g
9 o5 °
—_ <04 :\é
£ a
a © = 305
© ~ =
= o o S
$-05 = G02 e
a o
1]
-1 o
0 10 20 10 15

Time (h) Time (h)

20um

Figure 25 : Compétition entre différents génotypes. a. Une délétion du géne SFP1 améne & des cellules dont le
cytoplasme est plus fluide, mais qui proliferent moins vite en croissance libre que la souche sauvage. La croissance
confinée est en revanche accélérée. b. La pression de croissance est similaire a celle du sauvage. c. La différence de
taux de prolifération fait que le mutant croit initialement moins vite et perd contre le sauvage, avant d’atteindre une
prolifération plus élevée et finalement gagner. d. Une mutation activatrice de la protéine KRas améne a un cytoplasme
plus fluide.
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V. PRESSION DE CROISSANCE ET PATHOGENICITE : CAS DE LA
CANDIDOSE ET DU CANCER

Encadrement sur cette partie :

e Post-doctorants : Zacchari Ben Mériem, Mickaél Di Luoffo

e Ingénieur : Julien Faccini

e Etudiant.e.s en thése : Lucie Albert, Tiphaine Matéo, Laure Le Blanc, Claire Lac, Sanzhar Aitbay, llaria
Rizzuti
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Nos études sur I’effet de la pression de croissance sont principalement fondamentales, et visent a comprendre
comment cette contrainte mécanique, potentiellement ressentie par de nombreux organismes, peut les
impacter, notamment d’un point de vue prolifératif. Dans de hombreux cas, la pression de croissance existe
dans le cycle de développement de pathogenes ou de maladies. Cela est notamment le cas du cancer : les
cellules sont capables de proliférer bien que confinées, et de développer des contraintes assez importantes.
Ainsi, faire le lien entre nos études fondamentales et 1’in vivo pourrait nous permettre de mieux comprendre
cette maladie, et potentiellement mieux la diagnostiquer ou la traiter, en rajoutant une dimension mécanique’.

Le cancer n’est pas la seule maladie pour laquelle la pression de croissance a un rdle. La croissance
microbienne in vivo peut se faire dans des environnements élastiques / confinés. C’est par exemple le cas de
la bactérie N. meningitidis™* ou de la levure C. albicans™. Leur croissance confinée pourrait impacter leur
microenvironnement, ou directement leur physiologie. Bien que I’influence sur leur environnement pourrait
étre relié & des mécanismes immunitaires, comme I’exemple de la thigmo-immunité découverte dans
I’interaction hote-pathogéne chez la plante, I’impact sur eux-mémes pourrait participer a leur pathogénicité.

Une partie de nos études fait donc le pont entre le in vitro et le in vivo. Nous allons présenter un projet de
recherche récent qui a trait a I’influence de la pression de croissance sur la levure commensale C. albicans, et
pourrait étre relié a sa pathogenicité. Nous allons ensuite présenter quelques applications que nous avons sur
le cancer et son traitement, qui font I’objet d’une forte collaboration avec notre collégue J. Guillermet-Guibert
du Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse.

La pression de croissance déclenche la transition levure-hyphe chez C. albicans

Yeast - — Hypha Candida albicans est une levure
commensale de la fleur intestinale
humaine. Cette levure est

- dimorphique, pouvant
/—- g“dd"‘g growth @ == Mamenkus growth réversiblement proliférer  soit
N ik Longir=20im sous la  forme  «levure

Figure 26 : Candida albicans est une levure dimorphique, pouvant passer d’une bourg_e‘_:’nnante » ~ comme S.
croissance bourgeonnante (forme levure) a une croissance filamenteuse (forme Cerevisiae, avec des dimensions
hyphe), avec des filaments contenant plusieurs cellules qui peuvent atteindre par ailleurs assez similaires, soit

plusieurs centaines de pm. Crédit : L. Albert. dans la forme « filamenteuse »,
formant de longs filaments poly-cellulaires appelés hyphes (Figure 26). Les deux formes sont importantes dans
le cycle de vie de C. albicans, et sont notamment retrouvées dans les biofilms’’. De nombreux parametres,
comme notamment une inclusion en agarose, semblent favoriser I’émergence de la forme hyphe®. Cette forme,
et plus particuliérement la capacité de 1’organisme a passer d’une forme a 1’autre, semble avoir un impact sur
sa virulence, qui est notamment motrice des candidoses, en forte augmentation les dernieres années®.

Nous nous sommes intéressés a C. 2
albicans suite a notre découverte de la
voie mécanosensible SMuSh chez S.
cerevisiae?®, qui est conservée chez C.
albicans, et semble dans son cas reliée a la
transition levure vers hyphe®. Un
potentiel confinement spatial dans les
cryptes du tract gastro-intestinal pourrait
étre observée dans la transition
commensal-pathogéne®. Nous avons ainsi
adapté nos dispositifs microfluidiques
pour créer une chambre de « sortie » a
I’arriére, et avons étudié D’effet du
confinement spatial sur cette levure
dimorphique. Nous avons montré, et de
maniere robuste, que le confinement rigure 27 : Nous avons adapté nos dispositifs de compression de S.
spatial pouvait induire la transition levure- cerevisiae pour incorporer des canaux qui ne peuvent laisser passer que

hyphe, observant de nombreux hyphes Ies hyphes. Nous remarquons que la pression de croissance déclenche

sortir de la chambre de confinement I\a transition Ie’vur‘e vers hyphes chez C. albicans. Un rapporteur
(Figure 27) fluorescent de 1’activation montre que de nombreuses cellules peuvent

s’activer, mais restent confinées. Crédit : L. Albert.
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Notons que cette transformation s’effectue par ailleurs dans des conditions physico-chimiques normalement
non transformatives pour les cellules (30°C, pH = 5.5), ce qui semble pointer vers un mécanisme fort
d’induction. Comme nous pouvons 1I’observer sur la Figure 27, les cellules qui sortent de la chambre confinée
ne le sont plus elles-mémes, mais persistent dans leur croissance sous forme d’hyphe : la transformation est
robuste et conservée, sous la forme d’une mémoire cellulaire. De plus, nous observons des branchements qui
s’effectuent sur le c6té, mais qui ne sont pas des filaments : les divisions cellulaires, non confinées, s’effectuent
quant a elles sous la forme levure, montrant la réversibilité du phénomeéne lorsque le confinement est levé.

L’étude en lumiére blanche cache de possibles transformations dans la chambre de confinement, bien que nous
puissions observer des hyphes en sortir. Nous avons choisi d’utiliser un rapporteur fluorescent de la
transformation et de croissance sous forme d’hyphe, basée sur la protéine du mur sous forme hyphe HWP1 :
Puwe1-GFP, exprimant de la GFP lorsque la cellule se transforme et active le promoteur de HWP18, Nous
pouvons ainsi observer que des cellules se transforment également dans la chambre de culture (Figure 27).

s . L’activation de la transition levure — hyphe est
transitoire sous confinement

2 Nous avons utilisé le rapporteur de croissance sous forme
hyphe, Puwei-GFP, pour quantifier temporellement et

2 1 spatialement les cellules qui se transforment (Figure 28). Le
temps «t = 0 h » correspond au moment de la confluence, et
donc du confinement effectif des cellules. La position « 0 um »
correspond au centre de la chambre, et « 25 um » & son bord

- lorsque celle-ci n’est pas encore déformée. Nous notons deux

résultats importants :
1. L’induction de nouvelles levures en hyphes se passe

’ principalement au bord de la chambre, dans les premiers 5-
10um de celle-ci.

O-d -2 0 2 4 6 8 0

2. L’induction est temporellement contrainte, avec un
Time (h) [ Count / Number of chambers]  temps d’induction moyen de 1.5h, et peu de nouvelles

Figure 28 : Mesure spatio-temporelle du nombre inductions passé ce pic.
moyen d’induction de la transition levure-hyphe

sous confinement. Crédit : L. Albert.
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L’origine exacte de cette structuration spatio-temporelle n’est
pas encore totalement comprise. Notre hypothése la plus forte
concerne une molécule de détection du quorum, le farnesol, qui inhibe la transition levure vers hyphe®. Un
modéle simple de diffusion — convection — réaction en milieu poreux nous permet de montrer qu’il existe un
gradient de concentration de farnesol, allant du centre vers le bord, et augmentant avec le temps par
I’augmentation du nombre de cellules. Ce gradient structurerait spatialement I’activation du bord vers le centre,
et inhiberait I’induction de nouvelles cellules lorsque le temps avance.

La croissance, la biosynthése
et la division sont également
inhibés chez C. albicans

40

30

Area (um?)

Une autre explication potentielle du
ralentissement de la transition levure-
hyphe serait I’arrét progressif de la b
prolifération : sans prolifération, les

20

180

Ly o °
=] ?
cellules ne peuvent pas se transformer. < 44 S ° °
L’avantage de la croissance sous 5 2 °
forme hyphe de C. albicans est quelle 3 ' %o o °
permet une segmentation de la taille 60 = 04° e o
des cellules, ainsi que leur suivi. Nous Time (h) Growlheducsd rassiite (MPs)

avons _Segmente les Ce”u'e‘c_’ et_ mestre Figure 29. a. Croissance en aire des hyphes induites par le confinement. b.

leur aire dans le temps, ainsi que 1a |neensité de fluorescence du rapporteur Puwei-GFP pour les mémes

fluorescence du rapporteur. La Figure cellules. Pour a et b, les lignes en pointillé indiquent la division de I’hyphe.

29a montre I’exemple du suivi de ¢ Vitesse de croissance des hyphes sous confinement en fonction de la
pression de croissance. Crédit : L. Albert.
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Anaphase (A) I’aire d’une cellule unique dans le temps. Nous remarquons que la
vitesse de croissance de celle-ci diminue progressivement.
Nous avons tracé la vitesse de croissance en fonction de la pression
ssfures immasi st e/ e args i/ s vvezere st de croissance, et remarquons, a 1’échelle de la cellule unique et non
de la population comme nous I’avons fait pour S. cerevisiae, une
{ . diminution de la croissance a mesure que la pression augmente

(Figure 29c¢). Ces résultats sont aussi retrouvés a 1’échelle de la
population (résultats non montrés). De méme, lorsque les hyphes

WT P=0MPa WT P=0.5MPa  sont en croissance (deux premiéres divisions), nous remarguons que
Figure 30 : La division cellulaire est CeUX-Ci expriment le rapporteur d’induction. Nous montrons ainsi
inhibée chez C. albicans sous pression. que la production de ce rapporteur diminue avec la pression de

croissance, suggérant que le mécanisme démontré pour la levure du
boulanger de controle de la biosynthése par I’encombrement est également valide ici*’. En effet, nous aussi
avons également induits les GEMs chez C. albicans et observons une diminution de leur diffusion sous
pression (données non montrées). Nous remarquons en revanche que si la cellule ne croit pas, le rapporteur
n’est plus induit, et que la fluorescence diminue progressivement, de par une probable dégradation de la GFP :
ce promoteur n’est effectivement induit qu’en cas de croissance.

Pour terminer, nous avons utilisé un marquage des microtubules afin d’extraire, comme chez S. cerevisiae, la
proportion de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire lors de croissance libre et lors de la
croissance confinée. Nous remarquons que la diminution de croissance s’accompagne également d’une
diminution de la division et d’une accumulation des cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire (Figure 30).
Ainsi, les conclusions tirées chez la levure du boulanger quant a la réduction de prolifération sont également
valides chez ce pathogene, a la fois sous la forme levure et sous la forme hyphe, et pourraient participer a sa
pathogénicité et a la transition levure vers hyphe. Le mécanisme exact de cette transition sous confinement
n’est pas encore connu, mais pourrait donc étre relié a sa virulence et / ou a la formation de biofilms.

Nous allons par la suite revenir sur ’effet délétere que pourrait avoir une réduction de prolifération sous
pression de croissance lorsqu’il s’agit de traitement thérapeutique.

La réduction de prolifération sous
pression limite I’efficacité d’agents
thérapeutiques

—
Q)
~

free growth

J’ai choisi d’illustrer une conséquence de la
limitation de prolifération due a la croissance
confinée en termes de traitement de cancer. En
effet, la croissance confinée induit 1’émergence de
pression de croissance. Il a été montré récemment
que cette pression de croissance était suffisante
pour clamper des capillaires sanguins?, et que ceci
pourrait impacter la délivrance de drogues: une
hypo-perfusion pourrait limiter
I’approvisionnement en petites molécules comme
des agents chimiothérapeutiques. Dans une étude
de 2012, Provenzano et ses collégues ont étudié
I’effet d’un enzyme, la hyaluronidase, sur la
pression de croissance et la taille des capillaires
sanguins, et ont montré que celle-ci non seulement
diminuait la pression mécanique, mais pouvait
également augmenter le diamétre des capillaires, et
donc augmenter la délivrance de drogues®2. Pour
appuyer leur propos, ils ont montré que 1’effet de la
gemcitabine, un agent habituellement utilisé dans le
traitement du cancer du pancréas, avait une
meilleure efficacité lorsque combinée avec la Figure 31. a. Croissance libre et confinée de sphéroide
hyaluronidase. Mais ce résultat nous a troublé : si multicellulaire. b. Effet de 1’agent chimiothérapeutique
ce qui limitait DIefficacit¢ de la drogue était gemcitabine sur un sphéroide libre ou confiné.

1% agarose

C;

10uM gemcitabine

1% agarose +
10uM gemcitabine
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I’accessibilité de la tumeur, la hyaluronidase ne devrait pas avoir une bien meilleure accessibilité que cette
petite molécule.

Nous avons donc étudié une hypothese alternative, a savoir, si la pression de croissance seule — dans le cas ou
la drogue était parfaitement accessible — peut impacter I’effet de I’agent chimiothérapeutique gemcitabine. En
effet, la gemcitabine, un analogue de la cytosine, s’incorpore dans les cellules en train de synthétiser leur ADN
(phase S du cycle cellulaire), et induisent une erreur irréversible amenant a la mort cellulaire®. Or, pour
fonctionner, cet agent a justement besoin que les cellules proliférent, ce qui n’est pas le cas sous confinement,
et pourrait expliquer pourquoi la drogue, méme si accessible, n’a pas d’effet.

Nous avons ainsi étudié I’influence de cet agent, a une concentration de 10uM, sur la croissance de sphéroides
multicellulaires soit libres, soit confinés dans un gel d’agarose’®. Nous observons que (i) le confinement

diminue effectivement la
(@) T (b) 12 : croissance de sphéroides
[ — ata, fi S ti o - . - .
gos| — meamm Soremme T . multicellulaires (Figure 31a), (ii)
e + gemcitabine (data, fit) S Wiy i i

S |mE-- sgareesgemcaeiiN = 1SS £ (W la gemcitabine tue en effet un
T > (data, prediction) € g sphéroide en croissance libre, mais

- > 3 -~ - - - -
= g o8| . T~< 4 (i) le tue bien moins vite lorsque
3 = 3 | |- WD celui-ci est confiné (Figure 31b).
g e g o6t 5 \ 1 Nous avons bien entendu vérifié
3 P — S - T4 que !a pénetration de .Ia' drogue

0.5 04 n’était pas un probléme ici.
0 2 4 6 8 0 5 10

Time (days) Time (days) Deux hypothéses, non

Figure 32. a. Rayon des sphéroides normalisés au rayon initial en fonction du mUtl{eHement exclusives, pe_Uvent
temps pour différentes conditions de confinement / concentration de 1’agent expliquer ce phénoméne : soit une
gemcitabine. Les courbes pleines correspondent a des ajustements de notre yoje de régulation de résistance
modgle, et la courbe en p,0|r_1.t|IIe a une'pred_lctll(?n de celui-ci. b. Prédiction du aux drogues est déclenchée sous
modéle lorsque le sphéroide est déconfiné : nous observons alors une . . p

pression, soit la reponse est

accélération de 1’effet de la gemcitabine. oo i

principalement guidée par la
diminution de prolifération sous pression. Comme nous ne pouvons pas explorer toutes les voies de
signalisation potentiellement impliquées dans la résistance aux drogues, nous avons décidé de développer un
modéle mathématique qui prédirait 1’effet combiné de la drogue et de la pression de croissance si celle-Ci ne
jouait que sur la prolifération cellulaire : toute déviation de cette prédiction pointerait alors vers un mécanisme
spécifiquement adaptatif. L hypothése de base de notre modele est que I’agent chimiothérapeutique ne tue que
les cellules qui proliferent, avec un taux de mortalité proportionnel au taux de division. Comme le taux de
division ralentit sous pression, le taux de mortalité doit nécessairement diminuer. Le modéle est simple, et
posséde uniquement trois parameétres : 1/ le taux de prolifération libre, 2/ le taux de prolifération sous pression,
et 3/ le facteur de proportionnalité entre taux de mortalité et taux de prolifération. Ces trois parameétres sont
mesurables expérimentalement par I’ajustement d’un modéele de croissance simple aux données expérimentales
libres et sous confinement, ou libre avec I’effet de I’agent seul. La Figure 32a montre a la fois le résultat des
ajustements, ainsi que la prédiction de notre modele considérant un taux de mortalité réduit par une
prolifération plus faible sous confinement. Nous observons une excellente prédiction de notre modéle. Nous
pouvons aller plus loin et tester I’impact de la relaxation du confinement, qui devrait alors accélérer I’effet de
I’agent, par une ré-augmentation de la prolifération cellulaire (Figure 32b) : ici encore, notre modele est
excellemment prédictif.

En conclusion, la pression de croissance, en réduisant la prolifération cellulaire, limite I’efficacité d’agents
chimiothérapeutiques qui ciblent justement les cellules qui proliférent. Ceci n’est pas uniquement vrai pour la
gemcitabine, mais également pour d’autres drogues testées, comme le docetaxel, qui cible la phase M du cycle
cellulaire®®. Ainsi, un mécanisme d’origine physique et non relié¢ a une quelconque voie de signalisation de
résistance aux drogues peut expliquer une diminution de I’efficacité de certains traitements, et expliquer en
partie les résultats de Provenzano et ses collegues®. Bien siir, d’autres mécanismes liés au transport ou a une
réponse biologique peuvent se superposer a notre mécanisme in vivo, mais celui-ci restera un point important
a prendre en compte lors d’un traitement par chimiothérapie.

Vers des applications de traitement et de diagnostique dans le cancer

Les résultats que nous venons d’évoquer soulignent qu’il est essentiel de mieux comprendre les mécanismes
amenant a une limitation de la prolifération sous pression afin de pouvoir mieux traiter certains cancers ayant
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Figure 33 : Dispositif de compression in vivo. a-b. Schéma de principe et design d’un agir directement sur la
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Dans le premier cas, il s’agit de comprendre pourquoi et comment les cellules s’accumulent en G1 sous
contrainte compressive. Bien que la croissance puisse étre ralentie pour des raisons principalement physiques.
Comme présenté dans la partie précédente, des voies de signalisation sont peut-étre activées pour contrer les
limites physiques de I’encombrement. De méme, 1’arrét en G1 et le contrdle du point de restriction, méme si
lié 4 I’encombrement, est trés certainement relié a de la signalisation spécifique qui limite la division cellulaire,
notamment par des protéines coordonnant croissance et division. La compréhension de ces mécanismes nous
permettrait peut-étre de pouvoir cibler précisément ces voies de signalisation afin de forcer les cellules a entrer
dans le cycle, malgré la contrainte mécanique, ce qui pourrait augmenter 1’efficacité d’agents
chimiothérapeutiques. Cette recherche de cible pourrait étre délicate et également connectée a I’inhibition de
contact?*8587 et étre commune a ’arrét de prolifération des cellules « normales » : il faudra veiller a trouver
des cibles spécifiques aux cellules cancéreuses, ou travailler a ne délivrer le traitement que dans les cellules
cancéreuses.

Dans le second cas, moduler la contrainte mécanique s’avére également étre une option intéressante. Les
travaux utilisant la hyaluronidase vont déja dans le sens d’une réduction de la contrainte mécanique, qui
permettrait d’augmenter, par une renormalisation de la prolifération des cellules cancéreuses, 1’efficacité des
agents chimiothérapeutiques. Une autre piste pourrait étre 1’exacte opposé : comprimer davantage la tumeur.
Ce type de traitement avait été envisagé par le passé, avant ’avénement des traitements chimiques et
chirurgicaux, et avait été étudié par le clinicien Francais J. Récamier®. Puisque la compression limite la
prolifération, peut-étre que comprimer plus fort serait susceptible de contrdler la croissance de la tumeur,
voire de la traiter si cette compression déclenche des voies apoptotiques®. Dans son étude, Récamier avait
montré que certaines tumeurs du sein pouvaient ainsi étre traitées, bien que dans certains cas, la patiente
mourrait plus vite. Ce dernier point pourrait étre relié aux mutations spécifiques de la tumeur : selon leur
génotype, certaines cellules deviendraient plus agressives, d’autres pourraient simplement arréter de proliférer,
et d’autres encore pourraient mourir. Nous avons initié des études visant a comprendre comment le génotype
serait susceptible d’impacter des cellules soumises a une compression non seulement en termes de
prolifération, mais également en termes de migration. Nous trouvons certaines conditions ou, au lieu d’étre
diminuée, la prolifération sous pression est augmentée (peut-étre de la méme maniére que le mutant SFPi14
chez S. cerevisiae présenté dans le chapitre précédent), et ou, selon le génotype, la migration cellulaire est
quant a elle augmentée ou diminuée.

Ainsi, dans certains cas a déterminer, un traitement par compression pourrait &tre intéressant : nous avons initié
ce genre d’approche chez la souris, en collaboration avec J. Guillermet-Guibert du CRCT, et avons développé
un systéme de compression de xenogreffes afin d’étudier son effet in vivo (Figure 33). Ces travaux ne font que
commencer, mais pourraient étre une premiére brique vers 1’utilisation des contraintes compressives comme
traitement.

Conclusions et Perspectives

Les contraintes compressives issues d’une croissance confinée peuvent étre expérimentées par de nombreuses
cellules, et trouver des applications toutes particuliéres dans le cas de certaines pathologies, dont le cancer.
Nous avons initié ces études, et avangons vers une meilleure prise en compte de ces effets dans le diagnostic
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(imagerie et caractérisation mécanique) et le traitement (découverte de voies mécanosensibles et/ ou utilisation
de la mécanique directement). Notons que, dans le cancer, les effets des contraintes mécaniques ne se font pas
ressentir que pour les cellules épithéliales, mais également pour les cellules stromales. Ainsi, une étude récente
du groupe de D. Vignjevic montre que les fibroblastes activés semblent participer a la compression mécanique
de tumeurs du colon?. Nous travaillons en collaboration avec Christine Jean de 1’équipe de C. Bousquet au
CRCT afin de comprendre le role des contraintes compressives sur les cellules stromales, et montrons
notamment qu’une compression semble pouvoir activer les fibroblastes : un dialogue mécanique entre cellules
stromales et épithéliales pourrait ainsi se mettre en place pour, selon les cas, favoriser la progression tumorale,
ou la restreindre.

D’autres thérapies plus récentes basées sur 1’utilisation de virus sont en essais cliniques pour le traitement du
cancer. Nous avons commencé a travailler avec 1’équipe de P. Cordelier sur ces questions, afin d’étudier
I’impact des contraintes mécaniques sur I’efficacité des virus, mais également sur leur capacité a pénétrer la
tumeur. De maniére générale, nous commencgons a nous intéresser aux virus d’un point de vue encombrement :
leur réplication intracellulaire doit nécessairement encombrer la cellule, et une partie de leur réponse
apoptotique est peut-étre reliée a I’encombrement®®,

Ces ¢tudes nous permettent d’élargir nos envies de compréhension de 1’impact de la pression et de sa variable
intracellulaire, I’encombrement, sur la pathogénicité. Nos études sur C. albicans sont en ce sens assez
fondamentales, et pointent vers une implication de la croissance confinée dans la virulence de cet organisme.
Une fois le mécanisme amenant a la transition compris, nos études pourraient conduire a la découverte de
nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter la candidose, maladie émergente du monde occidental®%1:%2,

Nous sommes convaincus que de nombreuses autres pathologies pourraient étre reliées a des contraintes
compressives et a de I’encombrement. Nous ne pouvons pas tout étudier, mais restons ouverts a ces questions,
qui nous semblent étre un champ d’application important de nos travaux de recherche. C’est ainsi le cas de
I’infection par N. meningitidis, sur lequel nous travaillons en collaboration avec 1’équipe de G. Dumenil de
I’Institut Pasteur. De méme, une meilleure compréhension des mécanismes de réponse aux contraintes
compressives pourrait nous guider vers de nouvelles options thérapeutiques.
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VI. CONCLUSIONS GENERALES

Tout au long de ce manuscrit, et a travers les quatre précédents chapitres, nous avons présenté des
méthodologies permettant d’étudier le confinement spatial des cellules, la modulation de certaines de leurs
propriétés physiques, et la maniére dont ces modulations pouvaient impacter la prolifération cellulaire. Nous
avons terminé par des applications dans le domaine du médical, en essayant de comprendre comment les
contraintes mécaniques compressives pouvaient avoir un impact sur la pathogénicité de certains organismes.

Nos études se veulent les plus universelles possibles, avec pour but d’extraire des propriétés génériques de la
réponse sous contrainte compressive. Nous comparons, a ces fins, les réponses de divers organismes, afin
d’extraire de leur similitude ce qui pourrait étre universel, et de comprendre de leur spécificité les différentes
stratégies qui auraient pu évoluer afin de contourner les limites physiques inhérentes a la croissance confinée.
Nous sommes convaincus qu’une potentielle réponse universelle pourrait émerger d’une réponse conservée
des propriétés physiques.

Parmi celles-ci, nous pensons que I’encombrement macromoléculaire ~ growth-induced '

est une propriété clef des cellules, trop peu étudiée in vivo. Sa pressuld g%
régulation, ainsi que la maniére dont sa modulation peut étre intégrée l

par des voies de signalisation, ne sont pas ou peu étudiées, et encore physical

moins connues. Pourtant, lorsqu’il s’agit de I’intégration des modifications/ @

contraintes compressives, le focus est pour I’instant principalement limitations

fait sur la surface cellulaire?®3+%%7 avec un succeés relatif lorsqu’il l crowding tension
s’agit de comprendre comment cette intégration peut influer sur la (cyto, nuc)

e T T . , response
prolifération cellulaire. Etudier I’intégration de signaux compressifs P

non pas uniquement par la surface de la cellule mais également par Figure 34 : La réponse a la pression de
son « intérieur » (Figure 34) peut ainsi représenter un changement de °r!ssance  peut —avoir. une origine

. . . . . N , surfacique, en jouant par exemple sur la
paradigme en mecano-biologie, et conduire a la depouvertg de tension de membrane, mais également
nouvelles voies «encombrement-sensibles », essentielles a la une origine plus interne, en modulant

prolifération, et plus particuliérement a la croissance cellulaire. I’encombrement macromoléculaire.

Dans toutes nos études, les approches théoriques ont un réle central. La biologie est un univers fascinant avec
une myriade de paramétres, certains indépendants, d’autres redondants, tous ceuvrant au fonctionnement
cellulaire. Des approches réductionnistes, avec un nombre limité de variables, permettent d’aller vers des
modeéles prédictifs. Méme si chaque variable peut étre influencée par de nombreux paramétres biologiques, un
modéle prédictif permet de déterminer si, avec des hypothéses raisonnables, nous avons « compris » le
systeme. Cette pensée est donc au centre des développements théoriques que nous effectuons : nous ne voulons
pas un simple modele qui décrit nos résultats, mais voulons tendre vers des modéles les prédisant. La bonne
ou mauvaise prédiction de nos résultats peut alors nous renseigner sur la réponse biologique, les éléments a
prendre en compte, ou encore les paramétres les plus sensibles. C’est ce que nous essayons de faire par exemple
dans le cas de la prédiction de I’effet de la gemcitabine sous compression®®, ou de I’impact de I’encombrement
sur la prolifération et la génération de pression de croissance®.

Ainsi, la combinaison de nos différentes approches en ingénierie, physique et biologie, avec des applications
dans le domaine du médical, nous permettent d’étudier I’effet du confinement spatial sur la prolifération
cellulaire, et les nombreuses questions accompagnant cet état. Ce sujet nous permet d’afficher notre originalité,
avec de riches questions dans des domaines scientifiques variés, qui sont sources de multiples collaborations.
Nous sommes persuadés qu’une meilleure compréhension de ces phénomeénes nous permettra de mieux
appréhender la prolifération cellulaire dans le vivant, et d’utiliser ce savoir pour mieux traiter certaines
pathologies présentant des défauts de régulation de croissance.
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Abstract

Francais
La pression induite par la croissance émerge lorsqu’un organisme, quel qu’il soit, prolifére dans un

environnement spatialement limité. La pression de croissance impose des limites physiques sur la physiologie
cellulaire. Notamment, une réduction de la croissance et de la division est observée dans des organismes aussi
¢éloignés d’un point de vue évolutif que des bactéries, des fongiques, des plantes ou des cellules mammifgres.
Cependant, certaines cellules sont capables de contourner ces limites physiques et de continuer a proliférer.
C’est en particulier le cas des cellules cancéreuses, pour lesquelles la pression de croissance participe a la
tumorigéneése et a la chimiorésistance. Malgré 1’importance de cette contrainte, nous avons une connaissance
trés parcellaire des mécanismes d’intégration du signal lorsque les cellules prolifére en 3D sous une pression
mécanique.

En particulier, nous ne savons pas si le contrdle mécanique de la prolifération a pour origine des voies de
signalisation spécifiques ou s’il est une conséquence de la modulation des propriétés physiques des cellules.
Nos activités de recherche interdisciplinaires ont pour but de comprendre la convergence phénotypique du
contrdle mécanique de la prolifération sous confinement. Nous pensons qu’une grande fraction de la réponse
est due aux limites physiques imposées par 1’augmentation obligatoire d’une propriété clef de la cellule :
I’encombrement macromoléculaire. Nous nous attendons a ce que 1’encombrement limite des processus
importants de la cellule associés a la croissance et & la division, et déclenchent des voies de signalisation
spécifiques permettent de contourner ses limites.

Pour répondre a ces questions, nous développons des dispositifs microfluidique originaux pour étudier sur des
bactéries, des cellules fongiques ou des cellules mammiféres I’impact des forces compressives, et comment
celles-ci peuvent physiquement limiter la croissance et la division. Nous nous focalisons principalement sur
I’encombrement macromoléculaire, et étudions ses conséquences. Nous espérons utiliser ces connaissances
pour mieux comprendre la pathogénicité de certains organismes, mais aussi proposer de nouvelles options
thérapeutiques pour le cancer du pancréas.

Anglais

Growth-induced pressure necessarily emerges when a cell population, whichever the organism, proliferates in
a 3D spatially-limited environment. Growth-induced pressure imposes physical constraints on cell physiology.
A reduction of growth and division is observed in evolutionarily distant organisms such as bacteria, fungi,
plants, or mammals. However, some cells are more capable of coping with these physical limitations and
proliferate than others. This is in particular the case of cancer cells, for which growth-induced pressure
participates in tumorigenesis and chemoresistance. Despite its importance, we are still at a loss to identify the
basic sensing mechanisms associated with 3D proliferation under pressure.

It is notably unclear if the mechanical control of proliferation stems from specific signaling or is a consequence
of associated changes in the physical properties of cells. Our interdisciplinary research activities aim
elucidating the phenotypic convergence of the mechanical-control of cell proliferation. We believe that a large
part of proliferation reduction comes from the physical limits imposed by the obligatory increase of
macromolecular crowding under 3D confinement. We expect crowding to limit key processes associated with
growth and division, and to elicit specific signaling essential to circumvent these limitations.

To this end, we develop unique microfluidic devices to investigate in bacteria, fungi, and mammalian cells
how compressive forces physically limit growth and division and unravel the signaling pathways associated
with the control of cell proliferation. We mainly focus on crowding, investigating its consequences. We intend
on using this knowledge to understand and circumvent the pathogenicity of some organisms as well as offering
novel treatment options for pancreatic cancer.
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