molécules, de provoquer une coagula-
tion et une vaporisation, ainsi que
diverses réactions chimiques engen-
drant des produits nocifs, tels des radi-
caux libres. En revanche, on connait
moins les effets des rayonnements de
haute énergie concentrés dans un orga-
nite cellulaire.

Nous cherchons notamment le seuil
a partir duquel une augmentation de
la radiance du faisceau incident modi-
fie son action sur la cible, par exemple
I’énergie au-dela de laquelle I'effet du
laser n’est plus un échauffement de la
cible, mais la production d’ondes de
choc dues a la formation d’un micro-
plasma. Ces seuils, encore mal connus,
dépendent certainement de ladurée de
I'impulsion laser et de I'absorption de
la cible et de son environnement.

Plusieurs équipes recherchent ces
seuils. Quand, dans quelques années,
on comprendra mieux les interac-
tions des lasers et de leurs cibles, on
trouvera probablement de nouvelles
applications a I’échelle subcellulaire.

Malgré ces inconnues, on pratique
des ablations extrémement précises au
laser (on détruit ou I’on inactive des
régions spécifiques des cibles) sur n’im-
porte quel constituant cellulaire, &
condition qu’il soit visible au micro-
scope optique. On cherche a dépasser
cette limite a I’aide de molécules qui
absorbent la lumiére et qui se lient spé-
cifiguement & des séquences d’ADN sur
lesquelles on veut intervenir. Quand
cette séquence est si petite qu’elle est
inobservable ou quand son emplace-
ment est inconnu, on peut éclairer la
cellule avec une longueur d’onde qui
excite les molécules absorbant la
lumiére, lesquelles vont ensuite inac-
tiver des genes spécifiques. Par cette
méme méthode, on pourrait aussi acti-
Ver un gene, soit parce que I’énergie
transférée déclencherait une cascade
de réactions chimiques, soit parce
que I'on inactiverait un géne sup-
presseur. Le reste de lacellule, illuminé
un court instant, ne subirait aucun
dommage.

Des pinces
au microthermometre

Avec leurs impulsions lumineuses
bréves et intenses, les ciseaux optiques
permettent des interventions de chi-
rurgie microscopique sur des cellules
et des molécules. Récemment, des
pinces optiques (I’équivalent des for-
ceps) ont été mises au point.
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Comment la lumiére peut-elle pié-
ger un objet et le déplacer? Intuitive-
ment, on congoit seulement que la
lumiére échauffe ou brdle, de sorte
gu’elle permet de faire des mesures ou
des calibrages. On ignore souvent
gu’elle exerce des forces — la pression
de radiation — sur les objets qu’elle
touche. Quand le soleil brille, nous ne
percevons pas les forces lilliputiennes
qui, imperceptiblement, nous pous-
sent, mais ces forces sont suffisantes a
I’échelle lilliputienne des cellules.

Au milieu des années 1980, Arthur
Ashkin, des Laboratoires AT&T Bell,
découvrit qu’un faisceau laser continu
de faible puissance (moins de un watt)
piégeait les bactéries. Mieux encore, a
I'aide du faisceau infrarouge d’un laser
au néodyme YAG, il parvint a déplacer
des cellules entiéres ou leurs organites.

Ensuite, Steven Chu (prix Nobel de
physique en 1997) et ses collégues de
I’'Université de Stanford ont montré
que des pinces optiques saisissent éga-
lement des molécules. Ils ont lié chi-
migquement I’extrémité de molécules
d’ADN ades billes de polystyréene trans-

A B
FAISCEAU LASER

_ LENTILLE DU MICROSCOPE

b T—

B A

4. UN FAISCEAU LASER maintient un objet
en place, parce que la quantité de mouve-
ment est conservée. La réfraction d’une paire
de rayons laser symétriques (A et B) engendre
des forces (F, et F,), car la déviation des
rayons transfére a la cible une partie de la
guantité de mouvement. Quand le point de
focalisation des deux rayons est situé entre
la lentille et le centre de la cible, la force
résultante (F) attire la cible vers le fais-
ceau. Au contraire, quand le point de focali-
sation est plus loin que le centre de la cible,
cette derniére est repoussée. Quand le
point de focalisation est a gauche ou a droite
du centre, la cible est repoussée vers la
gauche ou vers la droite.

Hamid Ghanadan, d'aprés Arthur Ashkin, AT&T Bell Laboratories

parentet ont utilisé des lasers pour sai-
sir les billes et étirer les molécules
d’ADN. Steven Block, de I’'Université
de Princeton, et Michael Sheetz, de
I’Université de Duke, ont utilisé le pié-
geage optique pour étudier les
«moteurs kinésine», des protéines
cellulaires qui déplacent les organites
dans les cellules et qui font battre les
flagelles des spermatozoides.

Comment saisit-on un organite a
I’aide d’une pince optique? Un objet
qui est a la fois suffisamment petit et
relativement transparent a la lumiére
laser réfracte le faisceau laser. Lors de
cette réfraction, la quantité de mou-
vement du faisceau lumineux est modi-
fiée, de sorte que la quantité de
mouvement de la cible I’est aussi.
Quand lagéomeétrie du systeme formé
par le faisceau laser et la cible est cor-
recte, laquantité de mouvement trans-
férée attire la cible vers le faisceau
qui, dés lors, lamaintient en place (voir
la figure 4). En déplacant le faisceau,
I’opérateur fait bouger la cible.

Les faisceaux utilisés pour les
ciseaux et pour les pinces optiques
différent. Alors que les ciseaux sont des
impulsions bréves de haute énergie, les
pinces sont des faisceaux continus de
faible énergie. La cible doit étre trans-
parente aux pinces pour gu’il n’y ait
ni absorption d’énergie, ni produc-
tion de chaleur, ni déclenchement de
réactions photochimiques délétéres.

Un seul faisceau suffit a saisir une
cellule ou un organite, mais I’objet n’est
pas parfaitement immobilisé ; un
second faisceau est nécessaire pour
emprisonner la cible. La longueur
d’onde des faisceaux des pinces
optiques est généralement comprise
entre 0,7 et 1,06 micrométre, la puis-
sance entre 25 et 500 milliwatts et le dia-
métre du point de focalisation entre 0,5
et 1 micrométre. De tels faisceaux
engendrent des forces de I'ordre du
piconewton, suffisantes pour piéger
des cellules et déplacer des organites
al’intérieur ou a I’extérieur des cellules.

Les pinces optiques sont de remar-
quables outils d’étude biologique.
Récemment, nous avons utilisé des
pinces optiques pour analyser les rela-
tions entre la forme et la fonction des
lymphocytes T (des globules blancs,
qui participent aux défenses de I’or-
ganisme). Au cours d’une réaction
immunitaire, les lymphocytes B expo-
senta leur surface les molécules étran-
geres, ou antigénes, déclenchant une
cascade de réactions, notamment une
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augmentation de la concentration en
ions calcium dans les lymphocytes T,
ce qui fait proliférer des lymphocytes T
spécifiques de I'antigéne exposeé.

Les lymphocytes T ont une polarité
de forme et de déplacement. A I'aide
de pinces optiques, nous avons piégé
des lymphocytes B contre des lym-
phocytes T. Quand un lymphocyte B
estplacéal’arriere d’'un lymphocyte T,
il ne se passe rien : le lymphocyte B se
détache du lymphocyte T en moins
de deux minutes ; au contraire, quand
le lymphocyte B est placé a I'avant du
méme lymphocyte T, la concentration
intracellulaire en ions calcium aug-
mente rapidement, indiquant qu’une
cascade de réactions se prépare (voir
lafigure 5). Ainsi avons-nous confirmé
que les lymphocytes T et d’autres glo-
bules blancs migrent dans des direc-
tions particulieres, imposées par les
signaux que captent les récepteurs qu’ils
portent sur leur face antérieure.

Les pinces optiques piegent des cel-
lules extrémement mobiles, par
exemple des spermatozoides humains.
Nous avons étudié la mobilité d’un
spermatozoide en réduisant progres-
sivement I’énergie de piégeage ; nous
avons ainsi déterminé I’énergie au-des-
sous de laquelle il s’échappe de la pince.
Puis, en effectuant de telles mesures de
la «force d’échappement», nous avons
examiné les relations entre la motilité,
la vitesse et le type de déplacement :
les spermatozoides se déplacant en zig-
zag sont plus puissants que ceux qui
nagent tout droit. Ainsi avons-nous

confirmé les observations cliniques
selon lesquelles les hommes chez qui
une grande proportion de spermato-
zoides louvoient en tous sens sont plus
fertiles que les hommes dont les sper-
matozoides se déplacent en ligne droite.

De surcroit, chez les hommes qui
ont des troubles de I’éjaculation, les
spermatozoides prélevés dans I’épi-
didyme (ou ils achevent leur matura-
tion et ou ils sont stockés avant
I’éjaculation) se déplacent trois fois
moins puissamment que les sperma-
tozoides normaux : I’efficacité du
déplacement n’est optimale qu’aprés
le passage dans I’épididyme. C’est
pourquoi les chances de fécondation
sont supérieures quand on injecte les
spermatozoides directement dans les
ovocytes et qu’on ne se contente pas
de mettre en présence, dans une boite
de Petri, des ovocytes et des sperma-
tozoides, dont la qualité des déplace-
ments conditionne alors la réussite
de I'opération. Grace aux mesures de
la force d’échappement, les médecins
ontun outil nouveau pour déterminer
si, en cas de stérilité, les spermatozoides
sontassez mobiles, et pour évaluer I'ef-
ficacité des traitements visant a
accroftre cette mobilité.

On devra naturellement utiliser ces
pinces laser avec précaution : les inévi-
tables effets thermiques ou photochi-
miques risquent de réduire la mobilité
des cellules. La chaleur est I'une des
principales difficultés liées a I'utilisa-
tion des pinces, car, contrairement aux
ciseaux, le faisceau est continu.

5. LA POLARITE DES LYMPHOCYTES T est confirmée par diverses études réalisées avec des
pinces optiques. Des lymphocytes B, qui déclenchent la libération d’ions calcium dans les
lymphocytes T, ont été positionnés contre des lymphocytes T par des pinces optiques.
Quand un lymphocyte B est placé a I'une des extrémités d’un lymphocyte T au repos,
aucune réaction ne se déclenche : le colorant fluorescent rouge introduit dans le lympho-
cyte T reste rouge (a gauche). En revanche, lorsque le lymphocyte B est placé a I'autre
extrémité du lymphocyte T, des ions calcium sont libérés, et le colorant devient jaune fluo-

rescent (a droite).
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Des biologistes ont enregistré I'aug-
mentation de la température dans
des compartiments cellulaires irradiés.
Ils avaient fixé une molécule sensible
a la chaleur soit sur la membrane de
cellules artificielles (des liposomes),
soit sur des cellules d’ovaire de ham-
sters chinois en culture ; ils ont alors
analysé la fluorescence provoquée par
I’échauffement.

Ce «microthermométre» cellulaire
a détecté une augmentation de 1,15 a
1,45 °C pour 100 milliwatts de puis-
sance laser au point de focalisation. Les
pinces laser libérent une puissance dix
foissupérieure ; quand lachaleur n’est
pas dissipée efficacement, c’est-a-dire
gu’elle s’accumule, le rythme des réac-
tions biochimiques est modifié, les pro-
téines sensibles & la chaleur (par
exemple les enzymes) risquent d’étre
inactivées, et les cellules de mourir.

Utilisation conjointe

L’utilisation conjointe des ciseaux et
des pinces optiques permet des opé-
rations complexes et originales. Nous
avons utilisé un laser infrarouge pour
accoler deux cellules d’un myélome,
pendant qu’un laser ultraviolet décou-
pait les membranes au point de contact.
Nous avons ainsi obtenu une cellule
hybride qui contenait le génome des
deux cellules initiales. Par ce type de
technique, on obtient des cellules qui
ont une double capacité, par exemple
celle de se diviser indéfiniment et de
fabriquer des protéines spécifiques.

Le groupe de Karin Schutze, a
Munich, a poursuivi les travaux de pié-
geage des spermatozoides et a utilisé
des pinces infrarouges pour saisir des
spermatozoides bovins et les introduire
dans des ovocytes par un trou percé
dans la zone pellucide au moyen de
ciseaux. Dans un petit nombre de cas,
I’ceuf a été fécondé. Des expériences
similaires ont été réalisées avec des sper-
matozoides et des ovocytes de souris.

Si laméthode se révele sare et effi-
cace, elle compléterait les méthodes de
manipulation des gametes chez
I’homme ou chez I’'animal. Bien que
la prudence soit de mise pour toutes
les nouvelles méthodes expérimen-
tales, les spécialistes de la procréation
médicalement assistée s’intéressent aux
pinces et aux ciseaux optiques.

Ces outils permettent également
des manipulations originales des orga-
nites intracellulaires. Ainsi, nous avons
découpé des chromosomes au cours
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