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Résumé :

Les cellules cancéreuses interagissent avec I'égétom au cours du processus de formation des hasies
[1]. Ce travail s'intéresse aux propriétés adhésiventre ces types cellulaires. Grace a un AFM, nous
pouvons avoir accés aux forces de rupture, qui déget des liaisons récepteur-ligand en présencayssi

de la vitesse de chargement. Un modéle est propoge cette analyse. Les résultats sont analysés pou
différentes lignées de cellules cancéreuses plus@ns invasives

Abstract :

Cancerous cells adhere to the endothelium durire nretastasis process [1]. This work focuses on the
adhesive properties between these two cell typesisB of an Atomic Force Microscope, we can measure
the rupture forces which depend of receptor-ligandds and study them as a function of the loadate. rA
model is proposed for this analysis. Results aralyemed for different cancer cell lines with diffate
invasiveness.

Mots clés : AFM, cellules cancéreuses, adhésion cellulaire

1 Introduction

Durant le processus métastatique, les cellulesécanses échappées d’'une tumeur principale vonileirc
dans le systéme sanguin pour aller envahir d’adisess (extravasation). Cette étape exige quellale
tumorale adhére et migre au travers de I'endotiréasculaire du tissu-cible. Bien que I'adhésionlale
cellule tumorale a la monocouche de cellules erddialles soit cruciale dans le processus d’extrdi@sa
les forces d’adhérence en présence n'ont jamaimégtirées jusqu’a maintenant. L'objectif de cettele
est précisément d’'évaluer les forces d'adhérenpdiqumées dans cette interaction et de mesureraresd
pour des cellules cancéreuses qui présentent deésde’invasivité différents. La technique de chpour
réaliser ces mesures d'adhésion cellule-celluldaetchnique de Microscopie & Force Atomique (AFM)
Cette technique sophistiquée nous a permis de eredes forces de l'ordre de la dizaine de pN sugr de
systémes biologiques vivants tout en faisant vdeevitesse de chargement. Cette technique a ég pl
particuliérement mise en ceuvre dans le cas deshigoypes T au contact avec des cellules endothglja]e
ainsi que des travaux connexes par les mémes ay8umais nous ne connaissons d'études portamtesu
cellules cancéreuses a ce jour.

Dans la partie qui suit, nous détaillons les malgret méthodes utilisés, puis nous montrons geslqu
résultats obtenus, ainsi qu'une discussion surrigparaison des cellules. Enfin une bréve conclusisume
les principales nouveautés de ce travalil.

2 Matériels et Méthodes
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2.1 Culture cellulaire

Les cellules étudiées sont des cellules du careda gessie humaine : lignées T24 tres invasiveTet12
moins invasive, ainsi que des cellules endothdlitlgVEC (Human Vascular Umbilical Endothelial Cell)
Trois jours avant I'expérience, les cellules endbitles sont ensemencées sur des lamelles en vetléss

au fond d’'une boite de Pétri en plastique (diamé@enm). Elles sont ensuite incubées a 37°C aved®&%
CO, dans une atmosphére humide. Le milieu de culttitséuest du M199 avec 10% de SFV et des
antibiotiques. Les cellules endothéliales sontsadoconfluence au moment des expériences AFM.

Les cellules T24 ont été transfectées avec un p@sexprimant la GFP (Green Fluorescent Protein —
pEGFP) afin d’étre reconnues lorsqu’elles sont Esgnce des cellules endothéliales. En effet, 2dsont

la capacité de s'insérer dans une monocouche HU¥ECes cellules RT112 sont marquées par la cadcéi
qui est un marqueur cytoplasmique fluorescent.

Juste avant les expériences d’AFM, les cellules@auses (T24 ou RT112) sont incubées avec 0,%eml d
trypsine-EDTA pour étre mises en suspension puitritegées et resuspendues dans du milieu de eultur
RPMI 1640 contenant des antibiotiques et un tamgBRES. Elles sont ensuite déposées dans le puits
contenant les cellules endothéliales qui a étélgisteament installé sur la platine commune du micops
optique et AFM.

2.2 Microscopie a Force Atomique

Nous utilisons un Microscope a Force Atomique JP&nd®Wizard (JPK instruments, Berlin, Allemagne)
associé a un microscope inversée Zeiss (modéle re@ns®1) équipé en contraste de phase et en
fluorescence (Carl Zeiss, Jena, Allemagne). L’AFM @ilisé en mode spectroscopie de force et aspéq
du module CellHesion. Le module CellHesion, quictionne a l'aide d’'un actionneur piézoélectrique,
permet de réaliser des déplacements verticaux giatime du microscope jusqu'a 100 um, indisperesabl
pour étudier les interactions cellule-cellule. Eargtlele de ce module, un PIFOC (Physik Instrumente
Karlsruhe, Allemagne) est monté sur I'objectif dicmascope afin de déplacer I'objectif simultanémavec

la platine du microscope et ainsi garder le mérae plobservation durant les mesures de spectrasclgpi
force. Le contréle de la température est assuréipanodule « Petri Dish Heater » (JPK Instrumeqgts)
permet de réaliser toutes les expériences a 378€cantilevers utilisés pour la spectroscopie deefgont
sans pointe (afin d'attraper les cellules), en éoda V, faits en nitrure de Silicium et recouvear ghour une
meilleur réflexion du laser (MLCTO, Bruker, Francép constante de raideur est d’environ 0,01N/m. La
sensibilité du systeme optique (exprimée en nméydt la constante de raideur (estimée par la rdétda
bruit thermique) sont évaluées au début de chaxp&rience.

2.3 Préparation du levier

Pour faire adhérer la cellule tumorale, les levigosit fonctionnalisés avec la molécule Biotine-ConA
(Biotine conjuguated Canavalia ensiformis Lectiackbean, Interchim, France). Cette molécule pedeet
fixer la cellule tumorale au microlevier avec ufierce supérieure a celle que nous souhaitons étutiie
Biotine-ConA adhére a la membrane cellulaire via fieces > 2-3 nN alors que les forces impliquéessd
I'interaction cellule —cellule sont de 'ordre dedentaine de pN [3].

2.4 Spectroscopie de force

Notre approche expérimentale a consisté pratiguedeanesurer les forces d’'adhésion entre une cellule
tumorale et une cellule endothéliale incluse dams monocouche cellulaire. Les expériences consigten
positionner le microlevier au dessus d'une cellulmorale et de venir au contact de la cellule penhda
guelques secondes avec une force d’environ 1nNréiga). Le levier (avec la cellule tumorale) detsa
rétracté lentement a vitesse constante et la eelst laissée au repos pendant 15 minutes pourefiggm
d’établir une forte adhésion.

Les expériences de Spectroscopie de Force cortsisteositionner le microlevier au dessus d'uneutell
endothéliale, de descendre le levier afin de méitollule tumorale en contact avec le corps tztke de la
cellule endothéliale, d’appuyer avec une force d pendant un temps court (10 secondes) et erdeite
retirer la sonde a vitesse constante. La mesute déflexion du levier en fonction du déplacememntical
permet ainsi de détecter des évenements commelieses potentielles de complexes récepteur-ligaad.
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figure 1b présente un exemple de courbe obtenuegites méthode de spectroscopie de forces adhésives
L’évaluation de la force se fait & partir de laleébn du levier et de la constante de raideurediet.

Comme la vitesse de retrait du microlevier jouetdiment sur la valeur des forces de rupture, nos
expériences ont été réalisées pour des vitessed dét 0,5um/s a 10 um/s et avec une vitesse delppde
lpmfs.
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FIG. 1 —1a) Image en contraste de phase de la cellule carssiieds attachée au levier, alors qu'elle est

positionnée au dessus d'une cellule endothélileCourbe de force adhésive entre une cellule turmoral
T24 et une cellule endothéliale : cette courbeasgmte la déflexion du levier en fonction de satipos au
moment de I'approche (courbe rouge) et au momenetait (courbe rouge foncé). Sur la courbe daitet
on observe les ruptures successives des liaisortepaariations brutales de la déflexion (cf. saut bleu)

Une méme cellule est ensuite utilisée plusieurs foiur interagir avec d'autres cellules endotlesiaEntre
chaque expérience, la cellule est laissée au e@Emdant un temps dépendant de la vitesse de &dlbai :
plus la vitesse est lente, plus la cellule se regodre deux tests, comme déja suggéreé [5]. Lettatssont
ensuite collectés pour différentes cellules cansag, au cours d'essais semblables et sont presenté
dessous.

3 Reésultats et Discussion

La figure 2 présente les variations des forceshi#abn entre cellules cancéreuses et cellules leélddes.

Il apparait que les forces d’adhésion augmentefibretion de la vitesse de rétraction. Les celldl2d les
plus invasives présentent des forces d'adhésion gdievées avec les cellules endothéliales queotesd
impliqguées dans le cas des cellules RT112 les niwouasives. Cette difference suppose que les esllii4

et les cellules RT112 adherent aux cellules endlateg via des liaisons récepteur-ligand différentea été
montré que la coculture de cellules tumorales T&kt ales HUVEC induit la surexpression des protéines
membranaires ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine surdetiules endothéliales alors qu’aucune surexprassio
n'est observée sur les cellules tumorales apresilaare [4]. L'objectif est donc maintenant d’iddier les
complexes récepteur-ligand mis en jeu lors dediimttion cellule endothéliale-cellule tumorale (T@4
RT112). Les perspectives expérimentales sont demeproduire ces mesures de forces adhésives ah aya
au préalable bloqué les récepteurs ICAM-1 des lesllendothéliales avec un anticorps anti-ICAM1 afin
d’'affirmer ou d'infirmer que le récepteur ICAM-1 tegmpliqué dans cette interaction. Les mémes
expériences seront également réalisées en aygnéalable bloqué des récepteurs tels que les ingiydes
cellules tumorales comme montré par Hadelaal.[1,4].

Sur la figure 2, il apparait également une augntiemtades forces en fonction de la vitesse de rétnac
cette augmentation rejoint le formalisme de Belld6i interpréete cette variation selon un modéfleétique.
Lorsqu'un état d'équilibre définissant une intacexctécepteur-ligand est perturbé par une forcaldts le
paysage énergétique est décalé de la quantitéo# x,désigne la « coordonnée de séparation st klers
plus facile de sortir d'un état stable et I'on p=ltuler la probabilité de rupture de la liaisba.constante de
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dissociation kde la réaction de formation de la liaison entneétepteur et le ligand R + L <=> R-L est alors
donnée par la formulef&k exp/F/ksT), ouy est une distanceskdésigne la constante & force nullg gk

T représentant la constante de Boltzmann et lademtyre respectivement. Dans ce cas, la relatitre én
force de rupture la plus probable F* et le tauxcHargement;rest une relation semi-logarithmique [6] qui
est vérifiée en particulier dans le cas des fodeesisaillement dans un écoulement [7]:

F* = R* log (r) 1)

ou R* est une force (N) et est le taux de chargement (N/s) qui vaut simplemenk V,; ici V, (m/s) est la
vitesse de rétraction de la pointe AFM alors qugNkm) est la constante de raideur. Ainsi la courbe
dessous (FIG.2) peut aussi bien étre représentimetion du taux de chargement r
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FIG. 2 — Evolution de la force de rupture réceptgand (pN) en fonction du logarithme de la viese
rétraction (um/s)

Il peut ainsi étre intéressant de regarder la tiariade la force en FIG. 2 en fonction de la vieeds est
possible qu'un régime linéaire existe [6] ou bier gleux régimes successifs (deux pentes) soienemis
évidence comme observé par Merkebkt[8] dans les systémes streptavidine-biotine, fessdonnées ne
sont pas encore suffisantes pour I'affirmer. De phistorique de la formation des liaisons pesadonner
des états métastables conduisant a des valeugsedifés qu'il faut re-analyser avec précautionggfin, il

est aussi apparu des liaisons de nature différéagdjaisons coincées (« catch bonds ») qui dandes
cinétiques particuliéres [10], en particulier ptes ligands des sélectines, mais nous ne pensengugade
telles explications sont possibles. Nous conclugue les évolutions observées montrent clairement la
présence de liaisons de type récepteur-ligand elgsemolécules d'adhésion exprimées a la surfage de
cellules endothéliales, probablement ICAM-1, VCAM{L la sélectine E. Du c6té des cellules cancéseuse
les candidats potentiels sont probablement degrings comme proposé précédemment [4,11]. Il est cl
cependant que les liaisons sont plus fortes dacasleles cellules plus invasives de type T24 poord aux
cellules RT112 de moindre invasivité.

Conclusions et perspectives

Dans cette étude, il a été démontré que les intenscentre cellules cancéreuses avec I'endothélium
vasculaire sont de nature spécifique et peuvert i@entifiées par AFM. La mesure de ces forces
d'interaction s'avére un outil trés pertinent dexcizrisation des cellules cancéreuses, puisquénieasivité
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est liée a une certaine capacité a adhérer a ti. pous avons montré que les interactions conc¢rtas
cellules plus invasives sont liées a des forces jphoportantes qui apparemment mettent en jeu des
molécules d'adhésion différentes. Cette étude sespid ainsi par l'identification des récepteursdes
ligands mis en jeu, qui seront testés en utiligastanticorps bloguant ces molécules d'adhésion.
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