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Abstract: Our study aims to identify vibrational differences associated with the cell cycle
by multiplex CARS micro spectroscopy in the CH zone. For this purpose, a human cell line
HEK293 is used and blocked either in interphase or prophase and then analysed by CARS
mapping on the vibration modes associated with proteins and lipids. We have shown that
using the vibrational mode of proteins, we can characterize the state of chromatin
condensation, moving from a low condensed state (interphase) to hypercondensed (mitosis).
This hypercondensation is ensured by the binding of condensins to chromatin, proteins that
are associated with chromatin to promote compaction.
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1. INTRODUCTION

L’analyse d’échantillons biologiques sans marquage préalable est devenue un enjeu majeur dans la recherche
voire dans le diagnostic. Parmi les nouvelles technologies en plein essor, la microspectroscopie vibrationnelle est
un bon candidat pour I’analyse d’échantillons biologiques. Depuis les années 2000, la microspectroscopie
Raman (MSR) est devenue un outil de base pour des analyses cellulaires sans marquage [1]. Pour cela, une
source lumineuse monochromatique est envoyée sur I’échantillon. Il en résulte trois types de photons réémis
selon I’interaction entre les photons incidents et 1’échantillon : (1) Une diffusion élastique correspondant a des
photons réémis avec la méme énergie que les photons incidents ; (2) une diffusion inélastique ou les photons
réémis ont soit perdu de 1’énergie (diffusion inélastique Stokes) ou gagné de I’énergie (diffusion inélastique anti-
Stokes). Dans le cas de la MSR, seule la diffusion inélastique Stokes est pris en compte car la diffusion anti-
Stokes est trop faible pour étre mise en évidence [2]. Ces photons résultants seront analysés par un spectroscope
qui va pouvoir déterminer la différence d’énergie entre le photon incident et le photon réémis. Cette différence
d’énergie correspondra a la capacité de vibration d’une liaison chimique. Il en résulte un spectre Raman, exprimé
en cm’', ou chaque raie correspond a la vibration d’une liaison. Le spectre Raman comporte trois zones : (1) la
zone dite d’empreinte biologique, comprise entre 400 et 1800 cm™, ou seules les liaisons associées aux
échantillons biologiques peuvent vibrer ; (2) la zone dit blanche entre 1800 et 2500 cm™!, ou aucune liaison
associée au biologique vibre ; (3) la zone dite CH entre 2500 et 3200 cm-' correspond a la vibration de toutes
molécules comportant des hydrogenes liés a des carbones (CH, CH», CHs) [3].

La MSR a été utilisée pour discriminer des cellules saines des cellules tumorales [4-6]. Cependant, I’un des
inconvénients majeurs de la MSR reste le temps d’analyse (nombreuses minutes) bien trop long pour une
expérimentation sur des cellules vivantes ou du matériel biologique, avec des résultats parfois peu discriminants
en raison d’un fort rapport signal sur bruit. Récemment, une version « améliorée », la microspectroscopie CARS
(Coherent Anti-Stokes Raman Scattering), a été mise en place. Elle donne les mémes informations que la MSR
mais de maniére plus rapide et plus sensible [7].

Cette nouvelle technologie est souvent utilisée dans la zone spectrale associé a la signature des liaisons CH.
Deux modes vibrationnels sont principalement utilisés : 2850 cm™! et 2940 cm™! correspondant aux modes de
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vibration des CH» et CH3, respectivement associés aux lipides et aux protéines [8,9]. Des études ont porté sur la
signature correspondant aux lipides, et mettent en évidence de nombreux processus biologiques.

Néanmoins, trés peu d’études prennent en considération I’influence du cycle cellulaire sur 1’origine des signaux
CARS. En effet, durant leur prolifération, les cellules sont réparties dans les différentes phases du cycle
cellulaire, provoquant des changements morphologiques, de répartition des biomolécules et d’organisation des
organites. Ces ¢tudes ont, pour I’instant, seulement étaient réalisées par la MSR et se limitent & la zone
biologique [10,11].

Le but de notre étude sera d’identifier les changements vibrationnels associés aux phases du cycle cellulaire par
la microspectroscopie CARS, dans la zone CH. Pour ce faire, le type de microspectroscopiec CARS utilisé est dit
« multiplexe » du fait qu’il permet de sonder plusieurs modes vibrationnels simultanément couplé a un
spectroscope de haute résolution (< 1 ecm™). Pour I’étude du cycle cellulaire, la lignée humaine HEK293 sera
bloquée dans deux phases précises du cycle cellulaire, qui sont a I’origine de la plus grande variabilité cellulaire :
la fin de la phase G1 (interphase) et le début de la mitose (prophase). Ces cellules seront cartographiées par
microspectroscopie CARS pour mettre en évidence des différences de signaux vibrationnels en lien avec le cycle
cellulaire. Pour finir, I’influence de la fixation cellulaire sur les signaux CARS sera aussi évaluée, en
comparaison avec des cellules vivantes.

2. Résultat et discussion

2.1. Méthodologie

La microspectroscopie CARS multiplexe comprend : Un laser 1064 nm utilisé pour générer la radiation pompe.
En utilisant une lame demi-onde et un polariseur, une partie de la pompe est injectée dans une fibre photonique
permettant la génération d’un faisceau Stokes supercontinuum (1100-1650 nm). Concernant le faisceau pompe
monochromatique (1064 nm), ce dernier suit une ligne a retard pour rejoindre le faisceaux pompe au méme
endroit. Par la suite, les deux faisceaux sont envoyés sur I’échantillon. Les photons résultants sont conduits
jusqu’au spectrométre qui va pouvoir analyser la différence d’énergie entre les photons incidents et résultants.
Cette analyse spectrale se fera dans la zone de vibration CH (2500-3200 cm™) [12].

Les cellules sont scannées par les deux faisceaux sur une zone quadrillée déterminée a 1’avance (pas de 0.3um).
Il en résulte que chaque point du quadrillage correspondra a un spectre CARS. Sur ce spectre, nous nous
concentrons principalement sur deux plages spectrales : de 2845 4 2855 cm’! permettant la mise en évidence des
liaisons CH, et de 2930 a 2940 cm™! pour les liaisons CH;. Chaque spectre de la cartographies est traité par la
méthode d’Entropie Maxium (MEM) pour éliminer la partie imaginaire de la susceptibilité non linéaire du
troisieme ordre (Im{y(3)})[13,7]. Cela permet 1’obtention de cartographie cellulaire qui révéle les vibrations
correspondant aux lipides et aux protéines. En parallele, les noyaux des cellules seront marqués par un
fluorophore spécifique de I’ADN, le DAPI, qui nous permet de valider notre hypothése. Pour cela, un filtre
d’excitation et d’émission seront utilisés a 1’entrée et & la sortie du microspectroscope CARS et illuminé par
lumiére blanche.
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Figure 1. Procédure d’analyse cellulaire par la microspectroscopie CARS multiplexe et traitement des données.
11 est présenté un schéma récapitulatif de 1’outil CARS (A) avec le systéme de détection du DAPI (B) et la
procédure d’analyse et de traitement des cartographie CARS (C).
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2.2. Mise en évidence de I’état de condensation de la chromatine par I’intermédiaire de la signature
vibrationnelle des liaisons CHs.

Pour identifier des différences spectrales associées au cycle cellulaire, la lignée humaine HEK293 a été utilisée.
Les cellules ont été bloquées dans deux phases distinctes du cycle cellulaire (interphase et prophase) puis fixées
avant ’analyse par la microspectroscopie CARS. Les plages correspondantes aux protéines (liaison CH3) et aux
lipides (liaison CH>) sont montrées dans la figure 2. On constate une différence de localisation des signatures des
liaisons CH selon la phase du cycle cellulaire étudiée.

Dans un premier temps, le blocage en prophase a bien été opéré car les cellules sont plutdt de forme arrondie
avec un noyau peu visible. A 1’opposé, les cellules en interphase ont une morphologie différente, elles sont
étalées avec un noyau parfaitement délimité dans lequel les nucléoles sont visibles.

Concernant les signatures CARS, nous constatons une nette différence d’intensité et de localisation concernant
les vibrations associées aux modes CH3 et CH». Pour la liaison associée aux CHj3, en interphase, elle est diffuse
dans le noyau avec une surintensité qui correspond au nucléole. Pour les cellules en prophase, elle est plus
condensée dans une zone de la cellule, de forte intensité a associer a I’hypercondensation de la chromatine. Pour
la signature des CH,, que ce soit pour les cellules en interphase ou en prophase, elle est majoritairement présente
dans le cytoplasme, avec une intensité plus forte et une organisation plus structurée pour les cellules en prophase.

Lumiére blanche CH, sym. CH, sym. Superposition
stretch stretching CH,/CH,

Fig 2. Cartographie CARS de cellules HEK293 fixées et bloquées soit en interphase ou en prophase. Mise en
évidence des modes vibrationnels des liaisons CH; (2940 cm™) et CH, (2855 cm™).
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Au vu des résultats et de la littérature, nous pouvons supposer que la signature associée au CH, correspond
principalement a des structures riches en lipides présentes dans le cytoplasme. Nous constatons que lorsque les
cellules sont en prophase, la structure réticulée observée peut étre a due aux modifications due réticulum
endoplasmique qui change de conformation durant la mitose, passant de forme principalement tubulaire a une
forme exclusivement en feuillet donnant un aspect réticulé au cytoplasme. Concernant la signature des CHs,
principalement associée aux protéines, elle est majoritairement présente dans le noyau des cellules. Il semblerait
que la microspectroscopie CARS puisse mettre en évidence 1’état de la chromatine. Durant les phases G1 et S du
cycle cellulaire, la chromatine sera majoritairement sous forme d’euchromatine, structure plus diffuse dans le
noyau et faiblement visible par la signature des CH;. A I’inverse, durant la mitose, de par le recrutement de
nombreuses protéines, la chromatine se retrouvera dans un état hypercondensé dans une zone restreinte de la
cellule. Cela provoquera une zone trés riche en protéines, identifiable par la microspectroscopie CARS. Ainsi, de
par I’état de condensation de la chromatine, la microspectroscopie CARS sera capable de discriminer grace aux
différences de localisation vibrationnelle des cellules en interphase des cellules en mitose.

CH, sym. CH, sym
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Lumiére blanche DAPI

Interphase

Vivantes §

Fig 3. Cartographie CARS de cellules HEK2§3 bloquées en interphase fixées ou vivantes. Mise en évidence des
noyaux par coloration DAPI ainsi que des modes vibrationnels des liaisons CH; (2940 cm™) et CH, (2855 cm™).
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2.3. Influence de la fixation sur les signatures CARS.

L’influence de 1’état des cellules vivantes ou mortes (fixation) a ensuite été évaluée par la microspectroscopie
CARS. Pour cela, les cellules HEK293 ont été bloquées en interphase puis analysées vivantes ou fixées avec du
PFA avant analyse. Les signatures associées aux lipides et aux protéines ainsi que la coloration du noyau par le
DAPI sont montrés dans la figure 3. Nous mettons en évidence que la signature associée au CH», en terme
d’organisation et d’intensité, semble étre assez proche entre des cellules fixées et vivantes. A I’inverse, celle
associée aux CHj3 montre une organisation différente qui permet de visualiser le contour du noyau certainement
via I’hétérochromatine accolée a I’enveloppe nucléaire, ceci uniquement pour les cellules vivantes.

Notre hypothese étant que le mode de vibration des liaisons CH3, associés aux protéines, nous permet de mettre
en évidence 1’état de condensation de la chromatine par la microspectroscopie CARS. Il est possible que le
traitement chimique de fixation provoque une déstructuration de 1’enveloppe nucléaire libérant
I’hétérochromatine. Ainsi lorsque les cellules sont fixées avec le PFA, seul « fixateur » qui autorise des analyses
par microspectroscopie CARS, nous constatons une perte d’information au niveau de la structure du noyau.

3. CONCLUSIONS

En conclusion, la microspectroscopiec CARS multiplexe, utilisée dans les hautes longueurs d’onde permet de
distinguer la position des cellules dans le cycle cellulaire par I’intermédiaire des protéines de condensation de la
chromatine grace a la vibration associée aux CHs. De plus, cette technologie permet de révéler indirectement la
morphologie du noyau mais seulement pour les cellules vivantes.
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