N
N

N

HAL

open science

Développement, caractérisation et potentiels

thérapeutiques d’Elactiv’, une protéine élastique

biomimétique, inspirée de la tropoélastine humaine
Chloé Lorion

» To cite this version:

Chloé Lorion. Développement, caractérisation et potentiels thérapeutiques d’Elactiv’, une protéine
élastique biomimétique, inspirée de la tropoélastine humaine. Biochimie [q-bio.BM]. Université Claude

Bernard - Lyon I, 2015. Francais. NNT: 2015LY010312 . tel-01332847

HAL Id: tel-01332847
https://theses.hal.science/tel-01332847

Submitted on 16 Jun 2016

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01332847
https://hal.archives-ouvertes.fr

~
/
-

p—

UNIV=RSIT= D= LYON

—

/// /

N° d’ordre  312-2015 Année 2015

THESE DE L’UNIVERSITE DE LYON
Délivrée par
L’UNIVERSITE CLAUDE BERNARD LYON 1
ECOLE DOCTORALE INTERDISCIPLINAIRE SCIENCES SANTE

DIPLOME DE DOCTORAT
(arrété du 7 aout 2006)

soutenue a huis clos le 15 décembre 2015

par

Chloé LORION

Développement, caractérisation et potentiels
thérapeutiques d’Elactiv’, une protéine élastique
biomimeétique, inspirée de la tropo¢lastine humaine

Directeurs de thése : Dr. Romain DEBRET et Dr. Jérdme SOHIER

Membres du Jury

Dr. Brigida BOCHICCHIO Rapporteur (Potenza, Italie)
Pr. Gilles FAURY Rapporteur (Grenoble)

Pr. Jean-Jacques LATAILLADE Rapporteur (Paris)

Dr. Catherine LE VISAGE Examinateur (Nantes)

Pr. Sylvie RICARD-BLUM Examinateur (Lyon)

Dr. Clément FAYE Membre invité (Montpellier)
Dr. Romain DEBRET Directeur de thése (Lyon)

Dr. Jérome SOHIER Directeur de thése (Lyon)



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1

Président de I’Université M. Francgois-Noél GILLY

Vice-président du Conseil d’ Administration M. le Professeur Hamda BEN HADID

Vice-président du Conseil des Etudes et de la Vie Universitaire M. le Professeur Philippe LALLE

Vice-président du Conseil Scientifique M. le Professeur Germain GILLET

Directeur Général des Services M. Alain HELLEU
COMPOSANTES SANTE

Faculté de Médecine Lyon Est — Claude Bernard Directeur : M. le Professeur J. ETIENNE

Faculté de Médecine et de Maieutique Lyon Sud — Charles Directeur : Mme la Professeure C. BURILLON

Mérieux

Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS
Directeur : Mme la Professeure C. VINCIGUERRA
Directeur : M. le Professeur Y. MATILLON
Directeur : Mme. la Professeure A-M. SCHOTT

Faculté d’Odontologie
Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques
Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation

Département de formation et Centre de Recherche en Biologie
Humaine

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Faculté des Sciences et Technologies Directeur : M. F. DE MARCHI

Département Biologie Directeur : M. le Professeur F. FLEURY
Département Chimie Biochimie Directeur : Mme Caroline FELIX

Département GEP Directeur : M. Hassan HAMMOURI
Département Informatique Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE
Département Mathématiques Directeur : M. le Professeur Georges TOMANOV
Département Mécanique Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID
Département Physique Directeur : M. Jean-Claude PLENET

UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et Sportives Directeur : M. Y.VANPOULLE

Observatoire des Sciences de 1’Univers de Lyon Directeur : M. B. GUIDERDONI

Polytech Lyon Directeur : M. P. FOURNIER

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique Directeur : M. G. PIGNAULT

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1 Directeur : M. le Professeur C. VITON

Ecole Supérieure du Professorat et de I’Education Directeur : M. le Professeur A. MOUGNIOTTE
Institut de Science Financiére et d'Assurances Directeur : M. N. LEBOISNE



Résumé

Développement, caractérisation et potentiels thérapeutiques d’Elactiv’, une protéine
¢élastique biomimétique, inspirée de la tropoélastine humaine

Les peptides élastiques (ELP, Elastin-like peptide) sont d’excellents exemples de polymeres
biomimétiques récemment proposé€s en médecine régénérative, en particulier dans le domaine
de I’ingénierie tissulaire des tissus mous (peau, vaisseaux sanguins, poumons...) pour lesquels
la modélisation est complexe car I’instruction correcte des cellules nécessite une ¢lasticité
fonctionnelle. L’ajustement précis de la structure primaire des ELP peut moduler voire
améliorer les propriétés physico-chimiques, structurales et fonctionnelles de la protéine
native. De plus, la capacité des ELP a ajuster leurs caractéristiques physico-chimiques en
réponse a des stimuli externes (température, pH), les définit comme des polymeéres
intelligents. Ces polymeres bioactifs offrent ainsi une large gamme d’applications tres
prometteuses encore trés peu explorées dans les technologies d’ingénierie tissulaire et les
systemes d’administration de médicaments.

Dans ce travail de theése, nous avons développé, caractéris¢ et évalué les potentiels
thérapeutiques d’une protéine élastique synthétique, Elactiv’, inspirée de la structure unique
de la tropoélastine humaine, précurseur soluble de 1’¢lastine. Elactiv’ conserve les
caractéristiques physico-chimiques (comportement thermosensible, propriétés d’auto-
assemblage) et les fonctions biologiques de la protéine native (prolifération, différenciation et
survie des fibroblastes dermiques et kératinocytes humains, sensibilit¢é a la dégradation
enzymatique). De plus, Elactiv’ possede la particularité in vitro de s’incorporer dans les fibres
¢lastiques néo-synthétisées par des fibroblastes dermiques sains, et d’induire la synthése de
tropoélastine fibrillaire par des fibroblastes pathologiques, syndrome de Williams-Beuren, qui
ne synthétisent pas ou trés peu de fibres élastiques. Un hydrogel formé exclusivement
d’Elactiv’ a permis d’accéder aux propriétés mécaniques de 1’ensemble et de vérifier sa
biocompatibilité in vitro et son innocuité et sa résorption in vivo. Enfin, 1’association de la
protéine Elactiv’ aux dendrigrafts de poly(L-lysine), polymeéres synthétiques hautement
fonctionnalisables, a permis de faire évoluer I’architecture de I’hydrogel vers un biomatériau
hybride dans le but d’augmenter ses propriétés mécaniques et biologiques. Ainsi, les
potentiels biomimétiques et thérapeutiques de la protéine Elactiv’ en font un candidat
prometteur pour la régénération des tissus mous.

DISCIPLINES: Biochimie et Biologie cellulaire

MOTS-CLES: Peptide élastique, tropoélastine humaine, fibres élastiques, fibroblastes,
kératinocytes, Williams-Beuren, administration de médicaments, biomatériau.

LABORATOIRE: Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie Thérapeutique, UMR
5305 CNRS/Université¢ Claude Bernard Lyon 1, Equipe Fonctionnalit¢ et Dynamique du
Tissu Cutané, 7 Passage du Vercors, 69367 Lyon Cedex 07, France.




Summary

Development, characterization and therapeutic potential of Elactiv, a biomimetic elastic
protein, inspired by the human tropoelastin

Elastin-like peptides are excellent examples of biomimetic polymers recently proposed in
regenerative medicine, particularly for soft tissue engineering (skin, blood vessels, lung ...) for
which modeling is a complex task requiring functional elasticity to insctruct cells properelly.
Fine-tuning of ELP’s primary structure can modulate or improve physicochemical, structural
and functional properties of the native protein. In addition, the adjustment of ELP
physicochemical characteristics through external stimuli (temperature, pH) defined them as
intelligent polymers. These bioactive polymers thus provide a wide range of very promising
applications in tissue engineering and drug delivery, although this has been under-explored
until then.

In this thesis, we have developed, characterized and evaluated therapeutic potentials of
Elactiv', a synthetic elastic protein inspired by the unique structure of the human tropoelastin,
the soluble precursor of elastin. Elactiv’ retains physicochemical characteristics (thermo-
responsive behavior, self-assembly properties) and biological functions of the native protein
(proliferation, differentiation and survival of human keratinocytes and dermal fibroblasts,
susceptibility to enzymatic degradation). Besides, Elactiv’ is able to incorporate into neo-
synthesized elastic fibers by healthy dermal fibroblasts, and to induce fibrillar tropoelastin
synthesis by pathological fibroblasts, Williams-Beuren syndrome, which do not synthesize or
very few elastic fibres. A hydrogel formed exclusively of Elactiv’ allowed to access to
mechanical properties of the scaffold and to verify its biocompatibility in vitro and its safety
and resorption in vivo. Finally, the association of Elactiv' protein to poly(L-lysine)
dendrigrafts, highly functionalizable synthetic polymers, enabled to evolve the hydrogel's
architecture to a hybrid biomaterial in order to increase its mechanical and biological
properties for skin tissue engineering. Taken together, biomimetic and therapeutic potentials
of Elactiv' protein make it a promising candidate for soft tissue regeneration.

KEYWORDS: Elastin-like peptide, human tropoelastin, elastic fibres, fibroblasts,
keratinocytes, Williams-Beuren, drug delivery, biomaterial.
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Introduction générale

Au sein des tissus biologiques, les cellules forment un réseau organisé et entouré de matrice
extracellulaire (MEC). La MEC joue un rdéle fondamental dans I’homéostasie et le
développement des tissus, notamment par la densité, le ratio et le degré de réticulation des
macromolécules qui la composent. Ainsi, les glycosaminoglycanes et protéoglycanes
interviennent dans la viscosité des tissus par leur fort pouvoir hygroscopique, permettant leur
hydratation. Les fibres ¢élastiques permettent, quant a elles, les propriétés d’extension et de
retour ¢lastique des tissus, contrairement aux fibres de collagéne qui elles résistent bien a la
traction et jouent un role structural trés important. De ce microenvironnement, remani¢ en
permanence suite a différents processus cellulaires, émanent des signaux biochimiques
(facteurs de croissance, cytokines, chimiokines), mécaniques (forces de traction et de tension,
rigidité) et topographiques (architecture, morphologie). Ces stimuli, convertis en signaux
intracellulaires, influencent le comportement des cellules a travers les interactions
cellulessMEC, et jouent un role essentiel dans un grand nombre de processus cellulaires tels
que la prolifération, la différentiation, la survie et la morphologie. En conséquence,
les interactions cellulessMEC contribuent a de nombreux processus physiologiques
(croissance, remodelage du tissu 1ésé) et pathologiques (fibrose caractérisée par une synthése
excessive de MEC ou progression tumorale entrainant, au niveau local, un remodelage
matriciel). A ce titre, le microenvironnement cellulaire peut se présenter comme une cible
permettant de lever des verrous thérapeutiques et constituer une source importante de
marqueurs de diagnostics (vieillissement, maladies génétiques, infection, cancer...).
De plus, les études menées sur la composition et 1’architecture du microenvironnement
cellulaire ont conduit au développement de matrices biomimétiques dans le but de créer des
modeles alternatifs de criblages de molécules bioactives mais également, dans certains cas,
pour I’optimisation de procédés en médecine régénérative. Le biomimétisme est un enjeu
majeur en médecine régénérative, en particulier dans le domaine de I’ingénierie tissulaire des
tissus mous (la peau, les vaisseaux sanguins, les poumons...) pour lesquels la modélisation est
complexe car D’instruction correcte des cellules nécessite une ¢lasticité fonctionnelle.
D’ou I’'importance de la microélasticité et des propriétés potentiecllement thérapeutiques de

I’environnement cellulaire conférés dans les tissus natifs par les fibres €lastiques.
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I. Les fibres élastiques

I.1 La fibre élastique

Les fonctions physiologiques de nombreux tissus humains sont dépendantes de leurs
propriétés élastiques. Les fibres élastiques sont des composants essentiels de la matrice
extracellulaire (MEC), responsables de la résilience des tissus des vertébrés (Debelle and
Tamburro 1999). Ces structures sont trouvées en abondance dans les tissus soumis a de fortes
contraintes mécaniques nécessitant des cycles répétés d'extension et de retour a leur structure
d'origine tels que la peau, les arteres, les poumons, les valves cardiaques ou encore les
ligaments (Kielty, Sherratt et al. 2002). La disposition des fibres ¢élastiques leur confére des
propriétés rhéologiques qui different selon le tissu considéré. Ces propriétés rhéologiques sont
principalement assurées par 1’élastine qui représente 50% de la masse seche des ligaments,
30% de ’aorte thoracique et des grands vaisseaux, 10% des valves (Bashey, Torii ef al. 1967),
7% des poumons et 3% de la peau (Vrhovski and Weiss 1998). Bien que 1’¢lastine ne
représente parfois qu’un faible pourcentage de la MEC, son role est primordial au cours des
changements dynamiques de par ses propriétés intrinséques assurant une compétence

¢lastique et un retour d’énergie.

Les fibres ¢élastiques sont synthétisées au cours de 1’élastogenese qui désigne I’ensemble des
processus intra- et extracellulaires conduisant a 1’assemblage des fibres ¢élastiques
fonctionnelles. La genése des fibres ¢lastiques a lieu durant les stades précoces du
développement, et atteint un pic a la naissance. Ce processus ralentit jusqu’a la puberté et
devient quasi nul a I’age adulte (Uitto, Christiano et al. 1991). La synthése des fibres
¢lastiques implique le dépdt de tropoélastine, précurseur soluble de I'élastine, sur une matrice
préeformée de microfibrilles, riches en fibrillines. Les fibres élastiques matures sont donc
issues d’un assemblage supramoléculaire, constitué d’une enveloppe externe microfibrillaire
et d’un cceur interne d’¢lastine réticulée et insoluble (Ramirez 2000) (Figure 1).
L'architecture des fibres élastiques matures est complexe et dépend du tissu, reflétant ainsi la
fonction biologique du tissu considéré. Les fibres élastiques peuvent se présenter sous forme
de fibres individualisées dans la peau, de fibres entrelacées dans les ligaments, de lamelles
¢lastiques dans 1’aorte, de minces fibres ramifiées dans le poumon ou bien en nid d’abeille
dans le cartilage ou les valves (Scott and Vesely 1995) (Mithieux and Weiss 2005) (Figure
2).
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Coeur
d’élastine

Microfibrilles

Figure 1: Représentation schématique d’une fibre élastique. Les microfibrilles entourent le

ceeur d’élastine insoluble et réticulée (adaptée de Leslie P. Gartner, James L. Hiatt, chapter 4 Color
Textbook of Histology, 3rd ed, 2007).

Figure 2: Organisation des fibres élastiques en lamelles élastiques dans ’aorte (A), en

minces fibres ramifiées dans le poumon (B) et en nid d’abeilles dans le cartilage (C) (Mithieux and
Weiss 2005).
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Par ailleurs, les fibres €lastiques peuvent avoir des appellations différentes selon la proportion
d’¢lastine présente dans ces fibres. Il est ainsi possible de différencier, les fibres possédant un
faible taux d’¢lastine et les fibres constituées de plus de 90% d’¢élastine ; elles sont

respectivement dénommeées fibres oxytalanes, fibres d’élaunine et fibres élastiques matures

(Sherratt 2009).

I.2. Organisation des fibres élastiques

1.2.1. Les microfibrilles

Les microfibrilles s’associent a 1’¢lastine et participent a la formation de la fibre élastique
mature. Elles constituent une charpente tridimensionnelle sur laquelle les monomeéres de
tropoélastine se déposent et s’alignent avant de former une liaison covalente avec la fibre en
cours de maturation, suite a 1’action des lysyl oxydases (LOX) (Kielty, Baldock et al. 2002).
Les microfibrilles sont principalement constituées de fibrillines qui s’associent avec un grand

nombre de molécules.

12.1.1. Les fibrillines

Chez I’Homme, il existe trois isoformes de la fibrilline codées par trois génes différents :
les fibrilline-1, -2 et -3. Ces génes sont situés respectivement sur les chromosomes 15, 5 et 19.
Chaque fibrilline voit son expression varier au cours de la vie. L expression de la fibrilline-3
se limite aux stades précoces du développement feetal, alors que les fibrillines -1 et -2 sont
exprimées conjointement pendant les stades embryonnaires et foetaux. Seule la fibrilline-1
voit son expression perdurer au-dela du stade post-natal dans un contexte sain. Les trois
isoformes de la fibrilline présentent entre elles une forte homologie au niveau des séquences
d’acides aminés ¢ 60%), malgré la localisation différente de leur geéne (Hubmacher,
Tiedemann et al. 2006). Les fibrillines sont des glycoprotéines de 350 kDa, composées d’une
répétition de domaines protéiques. Chaque fibrilline possede 43 domaines EGF qui lient le
calcium (domaines cbEGF, pour calcium-binding Epidermal Growth Factor) (Figure 3).

Ces domaines permettent a la protéine, en présence de calcium, d’adopter une structure en

batonnet.
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Fibrilline-1

' .

. Domaine cbEGF-like 0 Domaine TB

@ Régionriche en

@ Domaine EGF-like 0 Domaine hybride résidus de proline

Figure 3: Représentation schématique des domaines de la fibrilline-1 (adaptée de
Baldwin, Simpson et al. 2013).
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Les fibrillines possédent cinq domaines EGF-like et sept domaines de liaison du TGF-f (pour
Transforming Growth Factor), appelés domaines TB, qui s’intercalent avec les domaines
cbEGF et présentent huit résidus de cystéine, d’ou leur appellation domaine 8-cys.
Le quatrieme domaine TB (TB4) contient la séquence Arg-Gly-Asp (RGD), qui est un motif
de liaison aux intégrines. L’expression des fibrilline-1 -2 et -3 est générée dans le
développement des vaisseaux sanguins, des valves cardiaques (Votteler, Berrio et al. 2013),
du cartilage, des os et des poumons. Néanmoins, des différences existent entre chaque tissu ;
par exemple, la fibrilline-1 est plus exprimée dans le derme alors que la fibrilline-2 est
majoritairement présente au cours du développement des nerfs périphériques et absente dans
les valves a partir de 1’adolescence. Quant a la fibrilline-3, elle est présente lors du
développement du cartilage, du périchondre et des bronches (Sabatier, Miosge et al. 2011).
La fibriline-2 peut servir de matrice de soutien a la fibrilline- 1 dans la formation des fibres
¢lastiques. En effet, elle est capable de se lier a la fibrilline-1 par sa région N-terminale
(Charbonneau, Jordan et al. 2010). Bien que rarement détectée dans la peau des adultes,
I’expression de la fibrilline-2 peut augmenter au cours de la cicatrisation des plaies et dans la

sclérose (Brinckmann, Hunzelmann et al. 2010).

1.2.1.2. Les molécules associées aux microfibrilles

L’analyse ultrastructurale des microfibrilles a permis de les visualiser sous la forme de
filaments perlés avec une période de 56 nm (Figure 4). Cette apparence trés complexe des
microfibrilles est due a I’organisation spécifique de ses différents constituants, impliquant la

présence de plusieurs protéines partenaires a la fibrilline (Kielty, Baldock ef al. 2002).

Les glvcoprotéines associées aux microfibrilles (MAGPs pour Microfibril-Associated

Glycoprotein-1), sont de petites glycoprotéines associées a la structure des microfibrilles.
Il en existe cinq isoformes (MAGP-1 a -5) . Deux isoformes (MAGP-1 (~31 kDa) et MAGP-2
(~25 kDa)) sont plus particulicrement décrites pour jouer un réle dans I’assemblage des
microfibrilles et participer au maintien de leur intégrité structurale (Baldwin, Simpson et al.
2013).

MAGP-1 possede une région N-terminale acide, riche en prolines qui comporte un
regroupement de glutamine, et une région C-terminale constituée de 13 résidus de cystéine.
MAGP-1 peut lier a la fois la tropoélastine et les fibrillines. L’interaction entre MAPG-1 et la
région N-terminale de la fibrilline-1 est impliquée dans le processus d’assemblage des

microfibrilles.
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Figure 4: Structures des microfibrilles et interactions avec les protéines matricielles.
(a) Mod¢ele proposé pour la structure des microfibrilles, compos¢ de molécules de fibrillines-1
paralléles disposées en quinconce, avec la moitié de leurs extrémités N- et C-terminales a I’extérieur
des microfibrilles (Vakonakis and Campbell 2007). (b) Observation par microscopie €lectronique de la
structure microfibrillaire. Les microfibrilles isolées apparaissent comme des filaments perlés de 10 a
12 nm de diamétre avec une périodicité moyenne de 50 a 60 nm. (c) Interactions des microfibrilles
avec les protéines matricielles dont MAGP-1 (Microfibril-Associated Glycoprotein-1), la famille des
LTBP (latent TGF-p-binding proteins), la famille des ADAMTS (a disintegrin-like and
metalloprotease (reprolysin-type) with thrombospondin type-I motif), les fibulines. Les microfibrilles
interagissent également avec des facteurs de croissance comme le TGF-B (Tranforming Growth

Factor) et les BMP (Bone Morphogenic Proteins) (adaptée de Jensen, Robertson et al. 2012).

36



Introduction I. Les fibres élastiques

La liaison de MAGP-1 a la tropoélastine stabilise 1’interaction entre les microfibrilles et
I’¢lastine dans les étapes tardives de 1’¢lastogenése (Jensen, Reinhardt er al. 2001).
Par conséquent, MAGP-1 participe principalement a 1’intégrité structurale des microfibrilles

(Segade, Trask et al. 2002).

Outre sa région centrale riche en cystéine, 1’isoforme MAGP-2 est riche en résidus sérine et
thréonine et contient une séquence RGD impliquée dans la liaison aux intégrines telles que
I’intégrine avPs (Kielty, Sherratt et al. 2002). MAGP-2 peut interagir avec les fibrilline-1
et -2, en s’associant de facon covalente et périodique avec les microfibrilles isolées dans de
nombreux tissus. De plus, MAGP-2 peut stimuler 1’assemblage des fibres ¢lastiques,
probablement en ciblant 1’¢lastine sur les microfibrilles. Par conséquent, MAGP-2 participe a

I’assemblage des microfibrilles et des fibres élastiques (Lemaire, Bayle et al. 2007).

Les protéines de la famille « latent TGF-f-binding proteins » (LTBP) sont de grandes

glycoprotéines extracellulaires avec une structure en multi-domaines, qui présente des
similitudes avec les fibrillines, comprenant des domaines cbEGF et TB, avec un domaine N-
terminal riche en cystéine (Figure 5). Les LTBP sont exprimées dans de nombreux tissus
dont le cceur, le placenta, le poumon, le rein ou encore le muscle squelettique (Todorovic,
Jurukovski et al. 2005). Ils fixent le TGF-p et permettent ainsi de réguler sa disponibilité.
Les LTBP présentent quatre isoformes. Seule la LTBP-1 est un composant microfibrillaire.

Les LTBP-2, -3 et -4, sont quant a elles, visualisées a la périphérie des microfibrilles.

LTBP-1

)OO )O3 )0

Domaine cbEGF-like
Domaine EGF-like
Domaine TB

Domaine hybride

coeoe @

Région riche en résidus de proline

Figure 5: Représentation schématique des domaines de LTBP-1 (adaptée de Baldwin,
Simpson et al. 2013).
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Les protéoglycanes (PG) sont des macromolécules complexes formées d’un corps protéique,

sur lequel se lient de fagon covalente une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes
(GAG) formées de résidus osidiques (Figure 6). Plusieurs PG jouent un réle important dans
les interactions avec les microfibrilles, contribuant a leur intégration au niveau des fibres
¢lastiques dans la MEC (Kielty, Sherratt ef al. 2002). Deux membres de la famille des petits
PG riches en leucine, le biglycane et la décorine, sont retrouvés au sein des fibres €lastiques
dans le derme. Le biglycane entre dans la composition du cceur de 1’¢lastine alors que la
décorine dans celle des microfibrilles. Des analyses ultrastructurales ont permis de démontrer
que les PG a chondroitine sulfate (PGCS) sont associés aux régions globulaires des
microfibrilles (Kielty, Whittaker et al. 1996). Par ailleurs, il a également été décrit que le
versicane, PGCS, est retrouvé dans les microfibrilles de la peau et intervient dans
I’organisation globulaire des microfibrilles suite a D’interaction avec ces derniéres

(Zimmermann, Dours-Zimmermann et al. 1994).

Protéoglycane
1 e o) ]

Lien tét haridi
ien tétrasaccharidique GAG
.. Corps

" protéique
Protéoglycanes Protéoglycanes
de la surface cellulaire de la matrice extracellulaire

Aggrecan

Chaine — s, ' 223223 FE3d \

GAG % 3
Lien tétra-

saccharidique

Syndecan

Corps

Corps —»
protéique ops
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Figure 6: Représentation schématique des protéoglycanes (adaptée de Varki et al.2009).
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Les fibulines sont des glycoprotéines extracellulaires, de 50 a 200 kDa, organisées en une
suite de domaines cbEGF suivi d’'un domaine C-terminal de type fibuline (Figure 7)
(Argraves, Greene et al. 2003). La superfamille des fibulines comprend 7 fibulines classées en
deux sous-groupes, en fonction de la longueur et de la structure de leurs domaines. Le premier
sous-groupe se compose de longues fibulines (fibuline-1,-2 et -6) alors que le deuxiéme sous-
groupe est constitué de courtes fibulines (-3,-4,-5,-7). Les fibuline-1,-2,-3,-4 et -5 lient la
tropoélastine in vitro et les fibuline-2,-3,-4 et -5 sont impliquées dans le développement des
fibres ¢lastiques in vivo (Yanagisawa and Davis 2010). La fibuline-2 lie fortement la
tropoélastine in vitro (Sasaki, Gohring et al. 1999) et intervient, in vivo, dans la formation de
la lame ¢élastique interne de la paroi aortique (Chapman, Sicot ef al. 2010). La fibuline-3,
quant a elle, se lie faiblement a la tropoélastine in vitro. Cependant, les souris déficientes
(Fbin3") présentent une altération des fibres élastiques dans les tissus conjonctifs fibro-
élastiques (fascia) de la paroi du corps. Par conséquent, la fibuline-3 jour un rdle important
dans le maintien de 1’intégrité du tissu conjonctif fibro-élastique (Kobayashi, Kostka et al.
2007). Les fibuline-4 et -5 sont impliquées dans différents aspects de la formation des fibres
¢lastiques in vivo, qui ne peuvent étre compensés (Papke and Yanagisawa 2014). De plus,
la fibuline-4 posséde des fonctions supplémentaires qui affectent le développement
embryonnaire. Contrairement aux souris déficientes (FbIn5"), qui vivent jusqu’a 1’age adulte
avec une aggravation progressive des fibres élastiques, les souris déficientes (Fbind™)
présentent, quant a elles, un phénotype remarquablement plus sévere et meurent entre la fin de

la gestation et la période périnatale.

Fibulines 3-5

. Domaine cbEGF fibuline modifié
O Domaine FC

Figure 7: Représentation schématique des domaines des fibulines 3-5 (adaptée de Baldwin,
Simpson et al. 2013).
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Les ADAMTS (a disintegrin-like _and metalloprotease (reprolysin-type)  with

thrombospondin_type-I_motif) constituent une superfamille de protéines comprenant 19

métalloprotéases a zinc et 7 glycoprotéines ADAMTS-like (ADAMTSL), toutes sécrétées
(Baldwin, Simpson et al. 2013). Chaque protéase ADAMTS fournit une activité catalytique
par son domaine N-terminal (Figure 8), qui contient un domaine catalytique, un module
disintegrin-like, un module riche en cystéine et une seule répétition thrombospondine de type
I (TSR). Le domaine C-terminal différe entre les membres de la famille, bien que plusieurs
possédent un grand nombre de domaines TSR. Les membres de la famille ADAMTSL
contiennent, quant a eux, de nombreux domaines TSR mais ne sont pas en possession de
domaines catalytiques et disintegrin-like. Plusieurs membres de la superfamille des protéines
ADAMTS, incluant ADAMTS-10 et ADAMTSL 2-6 sont génétiquement et/ou
fonctionnellement impliqués dans l'assemblage, la stabilité et I’ancrage des microfibrilles ou
la formation de réseaux supramoléculaires ayant comme architecture les microfibrilles

(Hubmacher and Apte 2015).

ADAMTS

=)

Pro-domaine

Domaine catalytique métalloprotéase
Domaine disintegrine-like

Domaine riche en résidus de cystéine
Répétition thrombospondine de type |
Espaceur

lece gy

Figure 8: Représentation schématique des domaines des ADAMTS (adaptée de Baldwin,
Simpson ef al. 2013).

Les Emilines (Elastin microfibril interface located protein) sont des glycoprotéines
constituées d’une longue région centrale en « coiled-coil » (Colombatti, Spessotto ez al. 2011)
(figure 9). 11 en existe quatre isoformes : émiline-1, -2, -3 et -4. Les émiline-1 et -2 possedent
un court domaine en triple hélice ainsi qu'un domaine de trimérisation a I’extrémité
C-terminale, similaire aux domaines Clq et NCI1 des collagenes de type VIII et X (Kielty,
Sherratt et al. 2002). Les émilines sont distribuées a I’interface entre 1’élastine et les

microfibrilles, ou elles jouent un role important au niveau vasculaire.
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A T’heure actuelle, seule I’émiline-1 a été décrite comme associée a la formation des fibres
¢lastiques. En effet, I’émiline-1 peut réguler 1’¢lastogenese, maintenir la morphologie et

controler I’homéostasie vasculaire (Zanetti, Braghetta et al. 2004).

EMILINE-1
EMI COILED-COIL UNIQUE gC1q
f T VvV V¥ Trecion ! J
73-75aa 594-640aa 90-140aa 120-140aa

Figure 9: Représentation schématique des domaines de I'Emiline-1 (adaptée de Colombatti,
Spessotto et al. 2011). L’émiline-1 est constituée de trois domaines EMI capables d’auto-interagir,
d’une longue région centrale en forme de ressort, d’ une région unique qui comprend deux domaines en
leucine zippers suivis d’une séquence collagénique, et d’un domaine de trimérisation gClq a

I’extrémité C-terminale.

[.2.2. L’élastine

Le cceur des fibres élastiques est composé d’¢lastine, un bio-polymere insoluble et
extrémement stable, qui ne se renouvelle pas dans les tissus sains. En effet, I’élastine présente
une demi-vie estimée a 74 ans, une forte hydrophobie et une trés grande résistance aux
dégradations chimiques, physiques et enzymatiques (Shapiro, Endicott et al. 1991).
La stabilité de 1’élastine est due a la formation de liaisons croisées, intra- et inter-chaines,
formées a partir des résidus de lysine des monomeres de son précurseur soluble, la
tropoélastine, suite a 1’action des lysyl-oxydase (LOX) (Mithieux and Weiss 2005).
Les propriétés structurales et biologiques de I’¢lastine ainsi que sa capacité¢ d’organisation

sont détaillées ci-apres.
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II. Synthése et structure de la tropoélastine humaine

I1.1. Synthése de la tropoélastine

L’¢lastine est assemblée a partir d’un précurseur soluble connu sous le nom de la
tropoélastine. La tropoélastine humaine (TE) est codée par un seul géne ELN, spécifique des

vertébrés (Wise and Weiss 2009).

II.1.1. Le gene ELN

Le géne humain ELN, situé sur le locus q11.23 du chromosome 7, a été¢ séquencé et ses
¢léments de régulation ont été caractérisés (Fazio, Mattei ef al. 1991). Le géne ELN s’étend
sur 45 kb et contient 34 exons (de I’exon 1 a 33 et un exon 36). Les exons sont petits (27 a
186 paires de bases) et se retrouvent intercalés entre de grands introns. Le rapport entre
introns et exons est de 20:1, ce qui est exceptionnellement élevé (Vrhovski and Weiss 1998).
Une des particularités du géne ELN est que chaque exon code pour un domaine de la protéine
qui porte alors son numéro d’exon, par exemple I’exon 1 code pour le domaine 1, I’exon 2
pour le domaine 2, etc... (Figure 10).

Les exons 34 et 35 ont été perdus au cours de 1'évolution et sont retrouvés dans les génomes
d'autres mammiferes tels que le lapin, le chat, le porc et le beeuf, prouvant ainsi I’existence de
variations inter-especes (Wise and Weiss 2009). L’exon 26A est, quant a lui, spécifique de la
tropoélastine humaine. L’exon 36 est trés conservé entre les différentes especes (>70%).
Cet exon code pour la partie C-terminale de la protéine, en amont d’une longue région 3’ non
traduite et, dont la fonction est liée a la stabilisation de I’ARNm affectant alors la synthése de

’¢élastine.
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2 - 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 36
I Peptide signal D Domaine 26A
|:| Domaines hydrophobes . Domaine de réticulation-KP

O Domaines de réticulation-KA ‘ Domaine 36

Figure 10: Carte des domaines de la tropoélastine humaine. La tropoélastine est constituée
d’une alternance de domaines hydrophobes et de réticulation ainsi qu’un domaine C-terminale, le

domaine 36. Les domaines en gras représentent les exons les plus couramment épissés (adaptée de

Wise and Weiss 2009).

[1.1.2. Régulation de la transcription du géne ELN

Le géne ELN est controlé par plusieurs ¢léments. Le promoteur du géne humain présente a la
fois des sites de régulations positifs et négatifs (Rosenbloom, Bashir et al. 1991). La région
flanquante 5’ proximale du géne ne posseéde pas de séquence consensus boite TATA ni de
boite CAAT fonctionnelle pour initier distinctement la transcription, de ce fait huit points
d’initiation a la transcription ont pu étre décrits (Bashir, Indik ez al. 1989; Rosenbloom,
Bashir et al. 1991). Plus amont, cette région promotrice riche en GC présente de multiples
sites de liaison pour des facteurs de transcription SP1 (Specificity Protein-1) et AP-1 et -2
(Activator Protein) nécessaires a 1’activité transcriptionnelle basale du gene (Hamalainen,
Kemppainen et al. 1993). Une baisse de 1’expression de la TE est observée au cours de la
période post-natale, ce qui suggere des mécanismes post-transcriptionnels et transcriptionnels.
En effet, des études ont permis de mettre en évidence une baisse de I’activité du promoteur de
la TE et des mécanismes de déstabilisation de I’ARNm (Johnson, Robson et al. 1995). Des
facteurs de transcription ont été décrits comme capables de se fixer a la séquence promotrice
et moduler I’expression du géne ELN. Parmi les facteurs de régulation positive, les membres
de la famille du NF-1 (Nuclear Factor-1) et 'lGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) modulent
I’¢lastogenese en stimulant la transcription et le niveau d’ARNm de la TE (Degterev and

Foster 1999) (Conn, Rich et al. 1996).
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A T’inverse, d’autres facteurs, comme le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) et le TNF
(Tumor Necrosis Factor), inhibent la transcription du géne ELN en impliquant le complexe
AP-1/Fos/Jun (Carreras, Rich et al. 2002) (Kahari, Chen et al. 1992). La modulation de
I’expression du gene peut aussi se concevoir par I’action de cytokines, ainsi 1’interleukine-1
(IL-1B) diminue la transcription du géne ELN via ’activation de NF«xB (Nuclear Factor-
kappa B), alors que I’interleukine-10 la stimule et potentialise les effets du TGF-, impliqué
dans la stabilisation de ’ARNm de la TE (Mauviel, Chen et al. 1993) (Reitamo, Remitz ef al.
1994).

I1.1.3. Epissage alternatif du gene ELN

Le transcrit primaire du géne ELN est soumis a un fort épissage alternatif, affectant 30 % des
exons et conduisant a la production de nombreuses isoformes de la protéine. Les exons les
plus couramment épissé€s sont les exons 22, 23, 24, 26A, 32 et 33 (Holzenberger, Levi-Minzi
et al. 1993). A ce jour, 13 variants ont été¢ décrits et référencés dans la base de données de
NCBI, auxquels s’ajoutent 12 variants prédictifs pouvant étre associés a des isoformes de
protéines. Le domaine 23, codé par I’exon 23, est un domaine dit de réticulation tandis que les
domaines 22, 24, 32 et 33, codés par les exons respectifs, correspondent a des domaines
hydrophobes. Le domaine 26A, spécifique de la TE humaine, est néanmoins rarement
retrouve dans les isoformes des tissus sains et est plutdt associé a des situations pathologiques
telles que I’hypertension, dans lequel il serait a I’origine des altérations observées dans les
fibres ¢lastiques (Debelle and Tamburro 1999) (Sato, Wachi et al. 2006).

Cet épissage alternatif explique les variations de taille et le nombre d’isoformes de la TE que
I’on peut retrouver dans les tissus et les cultures cellulaires. Néanmoins, quel que soit son
mode d’épissage (excision complete ou partielle d’un exon), la structure primaire de la TE est
toujours constituée d’une alternance de domaines hydrophobes et de domaines de réticulation

(Figure 10).

II.1.4. Traduction de ’ARNm en tropoélastine

Suite a un épissage alternatif, I’ARNm mature de la TE est exporté du noyau. La synthese de
la TE a lieu a la surface du réticulum endoplasmique granuleux (REG) de plusieurs types
cellulaires, tels que les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les fibroblastes,
en réponse a des stimuli, incluant le stress mécanique, les glucocorticoides et les cytokines,

dont le TNF-a ou I’IL-1 (Pasquali-Ronchetti, Baccarani-Contri ef al. 1993).
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Le taux de synthése de la TE dépend de I’age et atteint son niveau maximal pendant la période
périnatale (Mecham 1991). Bien que la synthése d’¢lastine soit minime chez ’adulte, elle peut
étre occasionnellement réactivée pour réparer les fibres €lastiques endommagées ou dégradées
au cours du vieillissement ou dans certaines pathologies, telles que 1’athérosclérose et la
maladie pulmonaire obstructive chronique, néanmoins les fibres élastiques de réparation sont
souvent moins fonctionnelles que celles formées lors du développement (Zhang, Wu et al.
2012). La TE est synthétisée sous la forme d’un polypeptide de 72 kDa (786 résidus d’acides
aminés) qui va subir dans le REG un clivage du peptide signal (26 acides aminés), libérant

une proté¢ine mature de 60 kDa (Wise and Weiss 2009).

I1.2. Structure de la tropoélastine

I1.2.1. Structure primaire

La TE est présente sous la référence P15502 dans la base de données UniProt. La TE est
constituée d’une alternance de domaines hydrophobes et de domaines de réticulation (Figure
10) (Vrhovski and Weiss 1998). Cet arrangement unique, dont la moindre modification est
susceptible d’altérer significativement 1’assemblage et la fonction de la protéine, a évolué de

maniere convergente en protéines ¢lastomériques (Song and Parkinson 2012).

Les domaines de réticulation sont composés de résidus lysyl séparés par des fragments de
polyalanyl de 2 a 3 résidus d’acides aminés tels que : AAAKAAKAA, donnant naissance a la
nature cationique de ces domaines (Dyksterhuis, Baldock et al. 2007). Les résidus lysyl, au
sein des domaines de réticulation, sont extrémement bien ordonnés et suffisamment proches
les uns des autres pour se lier par condensation spontanée, permettant ainsi de coupler deux
monomeres de TE. Tandis que les domaines de réticulation sont relativement courts et
conservés entre les différentes especes, les séquences hydrophobes plus longues sont aussi

plus variables.

Les domaines hydrophobes sont riches en résidus apolaires : glycyl, valyl, alanyl, leucyl,
isoleucyl et prolyl. Ils sont organisés en séquences répétitives du type : GX, PX, GGX et PGX
ou X =A, V, L, IouG), et constituent jusqu’a 75% de la séquence de la TE (Debelle and
Tamburro 1999). Ces peptides hydrophobes, lorsqu’ils sont libérés a partir de la TE par
protéolyse, sont bioactifs (Heinz, Jung et al. 2012) et peuvent stimuler 1’expression des

protéines matricielles y compris la TE (Wachi, Seyama et al. 1995).

45



Introduction II. Synthese et structure de la tropoélastine humaine

Une autre particularité de la TE est son domaine C-terminal codé par 1I’exon 36. Plus de 70%
de sa séquence est hautement conservée entre les différentes especes, en particulier les résidus
terminaux chargés RKRK. La région C-terminale, contient également les deux seules
cystéines de la protéine, stabilisées par un pont disulfure intra-chaine. La suppression du pont
disulfure et de I’extrémité C-terminale réduit considérablement la capacité de la TE a
s’assembler et a s’incorporer au sein des fibres ¢lastiques (Nonaka, Sato et al. 2014).
Ce domaine interagit directement avec d'autres protéines des fibres ¢lastiques lors de
I'¢lastogenese, mais également avec d’autres composés a la surface cellulaire comme
l'intégrine a,fB3 et des glycosaminoglycanes tels que le chondroitine sulfate et 1’héparane

sulfate (Broekelmann, Kozel et al. 2005).

[1.2.2. Structure secondaire

Les premicres connaissances structurales de la TE proviennent des études par spectroscopie
infrarouge et par dichroisme circulaire (DC) de I’a-¢€lastine, un produit dérivé de 1’hydrolyse
acide de la TE (Mammi, Gotte et al. 1968). Les résultats indiquent que la TE a
essentiellement une structure désordonnée. Les études par résonnance magnétique nucléaire
révélent que la majorité des atomes de carbone, constituant le squelette carboné de la TE, sont
trés mobiles (Lyerla and Torchia 1975).

Les algorithmes de prédiction des structures, basés sur la séquence, ont estimé environ 75%
de désordre dans la structure du monomére de la TE (Muiznieks and Weiss 2007). Des études
antérieures de spectroscopies par DC et Raman, sur la TE recombinante et les peptides
¢lastiques, ont également confirmé la présence d’une grande quantité¢ de régions hautement
désordonnées, attribuées aux domaines hydrophobes (He, Miao et al. 2012). L’abondance des
structures désordonnées au sein de la TE se manifeste par la flexibilité intrinséque de la
molécule (Roberts, Dzuricky et al. 2015). Les polypeptides a base d’¢lastine alternent entre
différentes conformations en équilibre, donnant un ensemble de conformations comprenant
des structures en coudes-f, brins-f et hélice gauche de type polyproline II (PPII).
Les structures de type PPII sont définies par une absence de liaisons hydrogenes intra- et
intermoléculaires, et peuvent par conséquent s’interconvertir en d’autres conformations

(Bochicchio and Pepe 2011).
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En milieu aqueux, la TE présente une forme trés flexible. La dynamique structurale du
squelette carboné de la TE est principalement obtenue par le rapport des résidus de proline
rigides sur les résidus de glycine flexibles. Les contraintes stériques imposées par la proline et
I’entropie de la glycine déterminent les conformations possibles du squelette carboné.
L’agencement des résidus de glycine et proline favorise la formation de coudes-f3 labiles,
contribuant de manicre significative a la flexibilité au sein de la protéine (Roberts, Dzuricky
et al. 2015). En plus de I’hélice gauche de type PPII et des autres structures labiles, les unités
répétés des motifs hydrophobes de la TE forment aussi des structures plus compactes telles
que de courts feuillets-B et coudes- (Tamburro, Bochicchio et al. 2005). En revanche, les
domaines de réticulation sont associés a un faible pourcentage d’hélices a dans la protéine
(Muiznieks, Weiss et al. 2010). Cette alternance de motifs trés structurés, en hélices et
coudes, avec des régions non-structurées, confére un comportement élastique strict a la

molécule de TE.

11.2.3. Structure tertiaire

L’obtention de la structure tertiaire de la TE a été entravée par son incapacité¢ a former des
cristaux solubles. De plus, la nature insoluble de 1’¢lastine polymérisée exclut I'utilisation des
techniques de spectroscopies classiques (Tamburro, Bochicchio et al. 2003). Néanmoins, la
capacité des séquences hydrophobes a étre clivées par des protéases, indique la présence de
régions hydrophobes exposées au solvant, ce qui suggere que les domaines hydrophobes de la
TE ne sont pas restreints au cceur de la protéine contrairement aux protéines globulaires
classiques, qui ont leurs résidus hydrophobes enfouis et leurs résidus polaires en contact avec
le solvant (Muiznieks and Weiss 2007). De plus, un pourcentage ¢levé du monomere de la
TE, incluant les régions hydrophobes, reste partiellement accessible dans la structure de
I’¢lastine réticulée. Des études récentes utilisant la diffusion des rayons X, SAXS (Small
Angle X-ray Scattering), et des neutrons, SANS (Small Angle Neutron Scattering), ont permis
de résoudre la structure tertiaire de la TE recombinante en solution. En plus de la protéine
entiere, ces mesures ont également été faites sur des fragments chevauchants de la TE, exons
2-18 et exons 2-25, permettant de définir les extrémités N- et C-terminales (Figure 11)

(Baldock, Oberhauser ef al. 2011).
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La TE est donc une molécule asymétrique d’environ 20 nm de longueur, qui possede des

régions bien distinctes :

( a) Fragments o B
de tropoélastine Tropoélastine enticre
2-18 2-25 SANS Overlay

ddd

Extrémité
N-terminale

(b)

- Ressort

C-terminale
5nm

Figure 11: Structure tertiaire de la tropoélastine humaine en solution. (a) Des modéles ab
initio ont été calculés a partir de données SAXS pour les fragments 2-18 (rose), 2-25 (vert) de la
tropoélastine et sur toute la longueur de la tropoélastine (bleu), et a partir de données SANS également
sur toute la longueur de la molécule (gris). Les modeles sont représentés a la fois individuellement et
superposés. (b) La tropoélastine est un monomere asymétrique en solution avec des régions
spécifiques qui interviennent dans 1’¢élasticité (région en forme de ressort, « coil »), les interactions
cellulaires (extrémité C-terminale) et la mécanique (le pont, « bridge ») (adaptée de Baldock,

Oberhauser et al. 2011).
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11.2.3.1. La région N-terminale

La structure de la TE en solution comprend un segment distinct, allongé et étroit (2-3 nm), qui
persiste sur environ 11 nm de longueur, avant une zone de ramification (Baldock, Oberhauser
et al. 2011). La comparaison structurale de la protéine entiére avec des isoformes tronquées, a
différentes distances de I’extrémité N-terminale, a permis d’attribuer ce segment linéaire a la
région N-terminale de la TE, qui englobe les domaines 2 a 18. Un modele en forme de ressort
est proposé pour tenir compte de 1’¢lasticité de la TE, qui est capable de s’étirer, de maniére
réversible, jusqu’a huit fois sa longueur au repos. La région N-terminale présente la méme
organisation structurale que la protéine entiere, a savoir [’alternance de domaines
hydrohophes et de réticulation (Ostuni, Bochicchio et al. 2007). Plusieurs études ont affirmé
que seules les régions centrale et C-terminale sont impliquées dans les étapes d’assemblage
des fibres élastiques (Kozel, Wachi et al. 2003). Néanmoins, la région N-terminale joue
¢galement un role important, mais moins bien caractérisé, au cours de 1’élastogenése. Elle
contribue a la structure du coacervat (auto-assemblage des monomeres de TE décrit
ultérieurement), comme en témoigne la transition conformationnelle (brins-f en hélice-a)
affichée par le peptide 2-7 lors de ’augmentation de I’hydropathie ambiante (caractére
hydrophile ou hydrophobe de la chaine latérale d’un acide amin¢) (Ostuni, Bochicchio et al.
2007). De plus, la région N-terminale peut faciliter 1’intégration de la TE dans I’architecture
microfibrillaire. Bien que la fibrilline-1 se lie a la TE en de multiples sites, son point de
contact principal est localis¢ dans la région N-terminale de la protéine (Clarke, Wise et al.
2005). Par ailleurs, plusieurs domaines de la région N-terminale participent a 1’étape de
réticulation de la TE, au cours de I’¢lastogencse. Les liaisons croisées intermoléculaires
existent également entre la région N-terminale d’'un monomere et la région centrale ou C-

terminale d’un autre monomere (Mithieux, Wise et al. 2005).

11.2.3.2. La région charniere

Cette région protubérante, située sur le c6té de la molécule, comprend les domaines 20 a 24.
Les domaines attenants, domaines 21 et 23, contiennent un peptide central GVGTP qui est
prédit pour former un coude flexible ou une région charniére (Miao, Cirulis et al. 2005).
La région charniére est non structurée et contribue a la flexibilité de la molécule (Dyksterhuis
and Weiss 2010). Des études de dynamique moléculaire ont démontré que la région charniére
peut adopter une conformation fermée, dans laquelle les segments hélicoidaux sont anti-

paralléles, ou une structure ouverte dans laquelle ces segments sont paralléles et étendus.

49



Introduction II. Synthese et structure de la tropoélastine humaine

Cette région charniere oscille entre ces deux modeles avant de converger en une structure
fermée en épingle a cheveux (Djajamuliadi, Kagawa et al. 2009). Ceci met en évidence
I’implication la région charni¢re dans 1’¢lasticité¢ de la TE. La flexibilité conformationnelle de
cette région semble étre intimement liée a la fonction de la TE dans I’assemblage des fibres
¢lastiques. En effet, cette flexibilit¢ dynamise les domaines hydrophobes impliqués dans
I’assemblage des molécules de TE par coacervation. La région charnieére, qui englobe
¢galement des domaines de réticulation, est impliquée dans la réticulation par la formation de
liaisons intra- et intermoléculaires entre les résidus de lysine par I’intermédiaire de la LOX

(Kumashiro, Ho et al. 2006).

[1.2.3.3. Le pont

Au-dela de la région charniere et jusqu’a la région C-terminale, se forme un pont composé des
domaines 25 et 26. Contrairement aux autres régions, peu de données existes concernant le
role fonctionnel de cette région. Un modele propose 1’implication du pont dans ’assemblage
des fibres élastiques, étant donné la présence du domaine 26, essentiel a la coacervation
(processus d’auto-assemblage des monomeres de TE décrit par la suite), et sa proximité avec
d’autres domaines hydrophobes impliqués dans ce processus (Jensen, Vrhovski et al. 2000).
Structurellement, le pont constitue une région hautement flexible et peut, par conséquent,
contribuer aux changements conformationnels de la TE associés a 1’organisation des
monomeres au cours de 1’assemblage des fibres ¢lastiques (Muiznieks, Jensen et al. 2003;
Dyksterhuis and Weiss 2010)

De récents travaux ont présenté une construction de la TE résistante aux protéases, dans
laquelle le pont a été perturbé par la substitution de I’arginine 515 en alanine (R515A) (Yeo,
Baldock ef al. 2012). Le mutant R515A, met en évidence une coacervation moins efficace. De
plus, les cultures de fibroblastes dermiques et de cellules humaines de 1’épithélium
pigmentaire rétinien, en présence du mutant R515A, présentent une diminution de la
formation des fibres élastiques. En outre, I’analyse par SAXS de la protéine mutante R515A
révele une augmentation de la flexibilité conformationnelle autour du pont et de la région C-
terminale, soulignant le rdole du résidu R515 dans I’intégrité structurale du pont, et dans

I’assemblage des fibres élastiques.
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11.2.3.4. La région C-terminale

La TE se termine par une région plus compacte en forme de « pied », qui englobe 1’extrémité

C-terminale qui contient le motif d’interaction cellulaire (Baldock, Oberhauser et al. 2011).

La structure tertiaire de la TE fournit une indication sur ses propriétés ¢€lastiques (Tamburro,
Bochicchio et al. 2003). Dans un état relaché, la flexibilité des chaines polypeptidiques
contribue a I’augmentation de ’entropie du systeme. En revanche, quand la TE est étirée, les
séquences hydrophobes, trés probablement celles de la région en forme de ressort, sont
exposées au solvant, ce qui diminue 1’entropie du systéme et agit comme une force motrice
pour le retour ¢élastique spontanée a 1’état natif désordonné (Baldock, Oberhauser et al. 2011)

(Roberts, Dzuricky ef al. 2015).
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II1. La tropoélastine humaine, une molécule biologiquement active

Outre sa souplesse et son ¢lasticité intrinséque, la TE posséde des propriétés clés dans
I’adhérence et la signalisation cellulaire. Les interactions cellulaires avec la TE sont tres
variées et influencent la physiologie normale de la cellule. La TE interagit avec différents
types cellulaires, affectant la chimiotaxie, la morphogenese, la prolifération et 1’adhérence
cellulaire, le transport d’ions, la formation des fibres d’actine et la régulation des protéines

matricielles (Wise, Yeo ef al. 2014).

III.1. Les sites d’adhésion

Comme toutes les protéines matricielles, les interactions entre la TE et les cellules sont
principalement basées sur 1’adhérence, impliquant des interactions avec des récepteurs de la
TE. Trois grandes classes de récepteurs sont impliquées dans la liaison TE-cellule : le
récepteur lié¢ a ’¢lastine « Elastin Binding Protein » (EBP), les glycosaminoglycanes (GAG)
et les intégrines (Figure 12) (Almine, Bax ef al. 2010).

Intégrine a,B;

i

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 36

ST g 3

EBP GAG

Intégrine a, B
I Peptide signal |:| Domaine 26A

|:| Domaines hydrophobes . Domaine de réticulation-KP

O Domaines de réticulation-KA ’ Domaine 36

Figure 12: Les récepteurs qui interagissent avec la tropoélastine humaine favorisant
I’adhérence cellulaire. L’EBP interagit avec la séquence consensus XGXXPG présente dans les
domaines hydrophobes de la protéine. Les GAG interagissent avec 1’extrémité C-terminale de la TE.
L’intégrine a,f; interagit avec le motif GRKRK présent au niveau du domaine 36 de la TE. Alors que

I’intégrine a, s interagit approximativement entre les domaines 17 et 18 de la TE (adaptée de Wise and

Weiss 2009).
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II.1.1. ’EBP

L’EBP, protéine de 67 kDa, est un variant d’épissage membranaire périphérique de la -
galactosidase lysosomale (S-Gal), dépourvu d’activité enzymatique (Hinek and Rabinovitch
1994). L’EBP présente une forte affinité pour la séquence hydrophobe VGVAPG, localisée
dans le domaine 24 de la TE, et pour les sucres galactosés de type galactose ou lactose.

L’EBP est exprimé par un grand nombre de types cellulaires. Il intervient dans I’assemblage
de I’¢lastine en favorisant 1’alignement des monomeres de TE sécrétés et en les protégeant de
la dégradation par les protéases. L’EBP est aussi le principal récepteur impliqué dans la
capacité de I’¢lastine et de ses produits de dégradation a influencer le comportement cellulaire
a travers la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi que 1’expression des
genes (Hinek and Rabinovitch 1994). Les souris knock-out pour la [-galactosidase
n’expriment plus I’EBP, mais présentent un dépot correct de la TE (Hahn, del Pilar Martin ef
al. 1997). De plus, la TE favorise toujours activement 1’adhérence cellulaire, alors que la
séquence VGVAPG ne peut plus se lier a 'EBP. Ces observations suggérent que des
récepteurs, autres que I’EBP, sont susceptibles d’interagir avec la TE. Toutefois, I’EBP ne
peut pas délivrer de message intracellulaire en 1’état et doit étre associée avec deux autres
protéines transmembranaires pour former un complexe récepteur a 1’¢lastine trimérique. Ces
protéines correspondent a la cathepsine A et a la neuranimidase-1. Le mécanisme d’action du
récepteur repose sur I’activité sialidase de la neuranimidase-1 qui est capable d’effectuer une
conversion lipidique GM(3)/lactosylcéramide. Le lactosylcéramide a ainsi été proposé¢ comme
premier messager intracellulaire en réponse au changement conformationnel de I’EBP lorsque

celle-ci est liée a un motif du type XGXXPG (Rusciani, Duca ef al. 2010).

[II.1.2. Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAGQG), localisés sur la surface cellulaire, interagissent avec la
région C-terminale de la TE. Cette région se termine par la séquence chargée RKRK et
contient les deux seuls résidus de cystéine de la molécule, qui forment un pont disulfure
intramoléculaire (Wise, Yeo ef al. 2014). Les caractéristiques structurales spécifiques de cette
région ont incité des études a se focaliser sur sa signification fonctionnelle. Ce domaine a
initialement été 1i¢ a ’assemblage supramoléculaire dans la mesure ou la réduction du pont
disulfure diminue considérablement la capacit¢ de la TE a s’incorporer dans les fibres
¢lastiques, et la mutation des cystéines abolit I’incorporation de la TE dans les fibres (Brown,
Mecham et al. 1992).
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Le domaine C-terminal a ensuite ét¢ associé¢ a la liaison cellulaire par l’intermédiaire
d’interactions avec de deux types de GAG : I’héparane sulfate et le chondroitine sulfate.
Il a d’abord été montré que ces GAG pouvaient se lier aux domaines 15-36 de la tropoélastine
bovine, mais pas aux domaines 15-29, indiquant la nécessité de I’extrémité C-terminale.
La région d’interaction a ensuite ét¢é montrée comme se limitant aux 17 derniers acides
aminés ; néanmoins, les 25 derniers résidus semblent nécessaires a la liaison compléte
(Broekelmann, Kozel et al. 2005). Bien que I’interaction GAG-tropoélastine soit bien établie
pour la tropoélastine bovine, elle n’a pas été démontrée pour la tropoélastine humaine.
Ceci est vraisemblablement di au fait que cette interaction se produit avec les domaines codés
par les exons 34 et 35 de la tropoélastine bovine, exons absents dans la tropoélastine humaine

(Bax, Rodgers et al. 2009).

II1.1.3. Les intégrines

L’interaction cellulaire avec I’extrémité C-terminale de la TE se produit également par
I’intermédiaire de récepteurs transmembranaires appelés intégrines, en particulier avec les
intégrines a,f3 et a,Ps. Ces interactions sont cations dépendantes. La TE ne contient pas la
séquence consensus Arg-Gly-Asp (RGD), portée par de nombreuses protéines matricielles, et
permettant la liaison aux intégrines asBi, ayBi/B3/Bs/Pe/Ps et agPi. A la place de la séquence
RGD, un site de liaison pour l'intégrine a,f3 a été identifié au niveau de I’extrémité
C-terminale de la TE (Bax, Rodgers et al. 2009). Ce site est réduit au motif GRKRK, situ¢
dans la région codée par I’exon 36 de la TE, et favorise I’adhérence des fibroblastes
dermiques humains. Par ailleurs, Lee et a/ ont récemment mis en évidence une nouvelle
région d’adhérence cellulaire, située approximativement entre les domaines 17-18 de la TE,
permettant ’attachement de D'intégrine o,Bs (Lee, Bax et al. 2014). Ces récepteurs
transmembranaires permettent les interactions entre la TE et les cellules, ce qui active un
grand nombre de cascades de signalisation intracellulaires et modifie le comportement de la

cellule.
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II1.2. Les réponses cellulaires

Les réponses phénotypiques et moléculaires des cellules interagissant avec la TE sont diverses

et spécifiques du type de cellule étudié.

[I1.2.1. La chimiotaxie

Les monocytes ont été le premier type cellulaire a présenter une réponse chimiotactique en
réponse aux peptides dérivés de la TE. Par la suite, il a ét¢ démontré que les fibroblastes et les
neutrophiles du ligament nuchal de bovin feetal sont capables de migrer vers les hexapeptides
contenant le motif consensus XGXXPG, en particulier le peptide VGVAPG qui a induit la
réponse maximale (Kamoun, Landeau er al. 1995). Cette séquence est présente dans les
domaines hydrophobes de la TE, notamment dans le domaine 24, et se lie fortement a I’EBP.
La chimiotaxie est le phénomene par lequel les cellules se dirigent activement vers les zones
Iésées. Dans la cicatrisation, les peptides élastiques et les débris cellulaires initient le début de
la réparation des tissus en induisant 1’afflux de cellules inflammatoires telles que les
monocytes et les fibroblastes, et le remodelage. La capacité chimiotaxique de 1’¢lastine a été
identifiée avec les peptides €lastiques, signifiant que les réticulations trouvées dans €lastine
mature ne sont pas indispensables pour induire cette réponse cellulaire (Almine, Bax et al.

2010).

[11.2.2. L’adhérence et la prolifération cellulaire

En plus de la chimiotaxie et de la migration, la TE influence aussi 1’adhérence et la
prolifération cellulaire. La TE favorise la croissance cellulaire en agissant en synergie avec
des peptides élastiques. L’¢lastine, la TE et les peptides élastiques ont tous la capacité de
promouvoir I’adhérence et la croissance des fibroblastes in vitro (Bax, Rodgers et al. 2009)
(Kamoun, Landeau et al. 1995). Cet effet est maintenu dans les constructions 3D denses a
base d’¢lastine a la surface desquelles la croissance d’une monocouche de cellules peut étre

observée (Rnjak, Li et al. 2009).

L’adhérence des fibroblastes sur la TE varie également en fonction des caractéristiques
physico-chimiques de la surface. La TE immobilisée sur une surface de polystyrene,
relativement hydrophobe, entraine une augmentation de 1’étalement des fibroblastes
dermiques humains de 'ordre de 80% comparée a une surface non fonctionnalisée (Bax,

McKenzie et al. 2009).
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En revanche, sur une surface de polytetrafluorethylene (PTFE), polymére plus hydrophile que
le polystyréne, I’extrémité C-terminale est enfouie dans la structure de la TE, réduisant
I’adhérence des fibroblastes (Figure 13) (Bax, Wang et al. 2011). Par conséquent, ce procédé
visant a coupler la TE & un matériau biosynthétique permet de controler I’orientation de la
protéine et plus particulierement d’assurer la présentation de son extrémité C-terminale aux
cellules dans le but d’optimiser leur adhérence et la réponse biologique sous-jacente (Le Brun,

Chow et al. 2012).

~200 A

Extremite
C-terminale

158 A

Polystyréne

Hydrophile Hydrophohe
= TE orientée

Figure 13: Orientation moléculaire de la tropoélastine en fonction de I’hydrophobicité
de la surface. Sur une surface hydrophobe (polystyréne), les monomeéres de TE s’orientent et
exposent leur extrémité C-terminale au solvant, ce qui peut favoriser I’adhérence des cellules si elles
sont cultivées sur ce type de surface. En revanche sur une surface hydrophile (PTFE), I’extrémité C-
terminale des monoméres de TE est enfouie au sein de la structure, entrainant une diminution de

I’adhérence des cellules si elles sont cultivées sur ce type de surface, (adaptée de Le Brun, Chow et al.

2012).

La prolifération cellulaire in vitro et in vivo est améliorée en présence de TE, notamment dans
le cas ou les cellules doivent étre renouvelées. Ceci inclut la prolifération des fibroblastes
dermiques pour la réparation de la peau 1ésée (Kamoun, Landeau et al. 1995), et la
stimulation d’un phénotype angiogénique qui implique la migration et la prolifération des
cellules endothéliales nécessaires au remodelage du réseau vasculaire (Robinet, Fahem et al.
2005). L’adhérence et la prolifération des cellules endothéliales de la veine ombilicale
humaine (HUVEC pour Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont augmentées sur des
surfaces fonctionnalisées avec la TE, bien que le site de liaison et le mécanisme ne soient pas

encore ¢lucidés (Wise, Byrom et al. 2011).
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L’adhérence des cellules endothéliales de I’artére coronaire humaine (HCAEC pour Human
Coronary Artery Endothelial Cells), sur des surfaces fonctionnalisées avec la TE, se fait en
partie par I’intermédiaire de I’intégrine o,f3. Néanmoins, le site de cette interaction et

I’implication d’autres partenaires n’ont pas encore ¢été élucidés (Wilson, Gibson et al. 2011).

I11.2.3. La différenciation cellulaire

La différenciation cellulaire peut étre une réponse phénotypique des cellules suite a une
modification du microenvironnement cellulaire, ou bien une étape finale dans la maturation
des cellules. Dans la cicatrisation des plaies cutanées, les fibroblastes dermiques peuvent se
différencier en myofibroblastes et sont responsables de la fermeture de la plaie par contraction
(Sarrazy, Billet et al. 2011). La TE peut influencer cette différenciation en modifiant le
phénotype et la fonction cellulaire. Par exemple, la TE peut supprimer la différenciation des
fibroblastes prolifératifs en myofibroblastes contractiles (de Vries, Middelkoop et al. 1994).
La région de la TE et le mécanisme moléculaire qui induit ce phénomene n’ont pas encore été

¢élucidés.

A Tlinverse, la différenciation terminale des kératinocytes de I'épiderme est nécessaire pour
former un épiderme stratifi¢. La TE, par I’'intermédiaire du motif VGVAPG, est capable
d’induire la migration et la différenciation terminale des kératinocytes humains, deux étapes
nécessaires a la reconstruction d’un épiderme et a la fonction de barriere cutanée (Almine,

Bax et al. 2010).

La TE joue également un rdle dans le systéme vasculaire en induisant et en maintenant
I’organisation myofibrillaire dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) (Karnik,
Wythe et al. 2003). Ceci facilite la progression des CMLV a un phénotype contractile et de

repos.

I11.2.4. La régulation des protéines matricielles

L'¢lastine modifie l'activité cellulaire et induit I'expression d'enzymes de modifications post-
traductionnelles des protéines matricielles.
En modifiant la structure de 1'élastine, ces enzymes créent une boucle de rétroaction entre les

cellules et 'élastine.
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Les ¢lastases sont des enzymes qui ciblent plus spécifiquement et dégradent 1’¢lastine. La
sécrétion d’¢lastases est une étape indispensable pour dégrader la matrice élastique et
permettre ainsi la migration et la prolifération des cellules.

Les enzymes capables d’activité élastolytique comprennent les métalloprotéinases matricielles
(MMP) -2, -9 et -12 ainsi que des protéases a sérine comme les €lastases leucocytaires et
pancréatiques. Les ¢lastases sont impliquées dans la progression tumorale. En effet, les
peptides élastiques générés par 1’action des €lastases favorisent non seulement la migration et
la prolifération des cellules tumorales, mais induisent également une boucle

d’autoamplification augmentant la sécrétion d’¢élastases (Coquerel, Poyer ef al. 2009).

Comme [’¢lastine posseéde une demi-vie longue, les produits de dégradation de 1’élastine
indiquent typiquement un microenvironnement endommagé, en accord avec les réponses
cellulaires qu’ils induisent. De plus, la dégradation de I’¢élastine par les ¢€lastases peut libérer
des sites d’interactions cellulaires enfouis au sein de la structure de la fibre élastique, sites
matricryptiques, amplifiant ainsi I’effet biologique de 1’¢lastine sur les cellules (Almine, Bax

et al. 2010; Almine, Bax et al. 2010).

La MMP-12, métalloprotéinase fortement exprimée par les macrophages, est reconnue pour
cliver in vitro au moins 86 sites dans la TE. Les sites sensibles a la dégradation par la MMP-
12, contiennent la séquence consensus GXXPG, suggérant un role majeur de cette enzyme
dans la production de peptides bioactifs (Taddese, Weiss et al. 2009). Les fibroblastes cultivés
sur des surfaces fonctionnalisées avec la TE présentent une augmentation spectaculaire de la
sécrétion de la MMP-12. Cette réponse se fait par I’intermédiaire de I’EBP et de I’intégrine

ayfB3 (Almine, Wise et al. 2013).

Par ailleurs, le peptide de liaison a ’EBP, VGVAPG, est chimioattractant pour les cellules du
mélanome et augmente la production d’¢élastase dans ces cellules (Pocza, Suli-Vargha et al.
2008). Ce mécanisme favorise 1’invasion des cellules du mélanome, ou ce procédé est
amplifi¢ par la quantité croissante de peptides élastiques générés. De plus, il a été démontré
que la TE réticulée ainsi que 1’¢lastine mature ont une influence sur 1’activité cellulaire par
contact direct avec la cellule et par leur capacité a moduler le microenvironnement cellulaire.
Ces caractéristiques permettent d’envisager la conception et le développement de

biomatériaux a base d’¢lastine biologiquement active.
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IV. Capacité d’organisation de la tropoélastine humaine :
assemblage des fibres élastiques

Le procédé par lequel les monomeres de TE s’assemblent en fibres €lastiques est appelé
¢lastogenese. Il se caractérise classiquement par des étapes bien distinctes de sécrétion,
coacervation, dépot sur les microfibrilles et réticulation des molécules de TE (Figure 14).
La TE est tout d’abord sécrétée par les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les chondroblastes ou les cellules mésothéliales (Uitto, Christiano et al. 1991),
puis coacerve, donnant de larges agrégats qui restent attachés a la surface cellulaire jusqu’au
dépot sur les microfibrilles. Les protéines microfibrillaires recrutent la LOX, qui modifie les
résidus de lysine de la TE, et déclenche la formation de liaisons croisées intra- et
intermoléculaires nécessaires a la formation des fibres élastiques stables et insolubles.
Cellules des tissus
élastiques

1. Sécrétion tropoélastine v
®
Tropoélastine

+

2. Coacervation \&
Surface cellulaire

3. Dépot microfibrillaire M

Microfibrilles

N I

4. Réticulation w

Fibre élastique

Figure 14: Modéle classique de I’assemblage des fibres élastiques. La tropoélastine est
sécrétée a partir de plusieurs types cellulaires, puis coacerve, donnant de larges agrégats qui restent
attachés a la surface cellulaire jusqu’au dépdt sur les microfibrilles. Les protéines microfibrillaires
recrutent la lysyl oxydase, qui modifie les résidus de lysine de la tropoélastine, et déclenche la
formation de liaisons croisées intra- et intermoléculaires nécessaires a la formation des fibres

¢lastiques matures (adaptée de Yeo, Keeley et al. 2011).
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IV.1. Sécrétion de la tropoélastine

La TE mature de 60 kDa, synthétisée a la surface du REG, se déplace a travers la lumiére du
REG et est transportée vers 1’appareil de Golgi. La TE n’est pas glycosylée et subit peu de
modifications post-traductionnelles. Néanmoins, [’hydroxylation de certains résidus de
proline a été rapportée, bien que cela ne semble pas étre fonctionnellement important pour
I’¢lastogenese. De plus, si ce phénomene se produit en exces, il semble méme étre

préjudiciable pour la maturation de la fibre (Mecham 1991).

Pour limiter son auto-agrégation intracellulaire et sa dégradation prématurée par les protéases,
la TE s’associe a ’EBP (Hinek and Rabinovitch 1994). L’EBP escorte la TE, durant tout le
processus de sécrétion, depuis le REG jusqu’a I’espace extracellulaire. Ce trajet se fait par
I’intermédiaire de vésicules de sécrétion. Apres la sécrétion du complexe TE-EBP a la surface
membranaire, I’EBP s’associe aux sous-unités neuraminidase-1 (Neu-1) et cathepsine-A
formant ainsi le complexe récepteur de 1’¢lastine fonctionnel. L’activité sialidase de Neu-1
induit la désialylation des glycoprotéines constitutives des fibres élastiques en cours de
synthése, provoquant I’accés aux résidus galactosyls. Ainsi, ces galactosides se lient au site
galactolectine de ’EBP entrainant la libération du monomeére de TE suite au changement
conformationnel de I’EBP (Hinek, Pshezhetsky et al. 2006). Apres relargage de la TE, ’EBP
est recyclée dans une vésicule endosomale intracellulaire et peut de nouveau accompagner
une molécule de TE néosynthétisée. La synthese et la sécrétion de la TE ne semble nécessiter

qu’une vingtaine de minutes (Rosenbloom and Cywinski 1976).

IV.2. La coacervation

La formation des liaisons croisées au cours de la maturation de 1’¢lastine est reproductible et
implique des résidus de lysine (Mithieux, Wise et al. 2005). En raison de la variabilité des
séquences codantes pour les domaines de réticulation, la reconnaissance du substrat par la
LOX est considérée comme ¢tant au moins partiellement dépendante de la conformation
locale (Wise, Mithieux et al. 2005). Ceci implique la nécessité des monomeres de TE d’étre
préalablement alignés, afin d’assurer I’orientation correcte des chaines latérales des lysines
dans les domaines de réticulation. Par conséquent, la coacervation a été proposée pour étre le

processus permettant I’agrégation et 1’organisation spécifique des monomeéres de TE.
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Des ¢tudes de dichroisme circulaire ont révélé des transitions de conformation de la TE au
cours de la coacervation, aboutissant a une protéine plus structurée en fin de processus (Urry,
Starcher et al. 1969). La TE coacervée est caractérisée par des hélices a et des zones
réticulées, exposées a la surface. Le role primordial de la coacervation dans la formation des
fibres élastiques a été mis en évidence par une étude cellulaire dans laquelle I’inhibition de la
coacervation, en incubant les cellules musculaires en dessous de leur température
physiologique, a conduit a une diminution de la formation de 1’¢lastine (Narayanan, Page et
al. 1978). Par conséquent, la coacervation de la TE représente la premicre grande étape de

I’assemblage des fibres ¢élastiques.

IV.2.1. Etapes d’auto-assemblage in vitro de la tropoélastine

La coacervation a ét¢é modélisée in vitro par de nombreuses études, d’abord avec des
mélanges d’¢élastine solubilisée (k-¢élastine ou a-€lastine), puis avec des peptides €lastiques
synthétiques constitués de motifs répétés hydrophobes, ensuite avec des domaines
hydrophobes isolés, des fragments de domaines hydrophobes alternant avec des domaines de
réticulation, ou encore avec la TE native (Yeo, Keeley et al. 2011). Toutes ces études ont mis
en évidence que la coacervation est caractérisée in vitro par deux étapes : une étape initiale de

séparation de phase, suivie d’une étape de maturation (Figure 15).
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Figure 15: Etapes d’auto-assemblage in vitro de la tropoélastine humaine. Les monoméres
de tropoélastine en solution s’auto-assemblent une fois la température de transition atteinte. L’étape
initiale de séparation de phase est un processus réversible dans lequel les monoméres de tropoélastine
(~15 nm de diameétre) s’auto-assemblent en petites sphéres de 1 a 2 um de diameétre, qui se
développent progressivement en coacervats de 6 um de diamétre. La seconde phase de maturation
implique une agrégation irréversible des coacervats au sein de plus grandes espéces, pouvant former
des structures fibrillaires ramifiées. Analyses par microscopie €lectronique a balayage de sphérules
(A), de coacervats (B) et d’espéces coalescées (C-D) de tropoélastine en solution (adaptée de Yeo,

Keeley et al. 2011).

62



Introduction IV. Assemblage des fibres €lastiques

L’étape initiale de séparation de phase est un processus réversible dans lequel, au-dessus de la
température de transition, les monomeres de TE (~15 nm de diamétre) passent d’une phase
liquide soluble a une phase viscoélastique et s’auto-assemblent en petites spheres de 1 a 2 pm
de diameétre, qui se développent progressivement en coacervats de 6 pm de diametre (Clarke,
Arnspang et al. 2006). La coacervation est un processus thermodynamique favorable, qui se
produit en raison de la perturbation énergétique des liaisons hydrogénes dans les clathrates
d’eau, formées autour de la surface des domaines hydrophobes a température physiologique.
Ceci conduit a la rupture des clathrates d’eau, entrainant 1’exposition des domaines
hydrophobes, qui interagissent spontanément entre eux, permettant I’agrégation de la protéine
(Urry 1988) (Vrhovski and Weiss 1998). Cet état assemblé et plus ordonné diminue 1’entropie
de la protéine, mais cette diminution est néanmoins compensée par l’augmentation de
I’entropie du solvant avec la rupture des clathrates d’eau. L’agrégation des molécules de TE,
pour former des microcoacervats, se manifeste par une augmentation de la turbidité de la
solution (Urry 2004). Cette stabilisation spontanée peut étre la conséquence des répulsions
entre les surfaces des gouttelettes de protéine chargées, résultant de 1’alignement des résidus
de lysine aprés 1’agrégation (Cirulis and Keeley 2010). Si la solution de TE est laissée au
repos, une séparation de phase liquide-liquide se produit. La phase inférieure est constituée
d’une phase viscoélastique contenant la TE trés concentrée et non miscible, tandis que la
phase supérieure est une solution aqueuse de TE a sa concentration critique (Urry 1988). Cette
séparation de phase est un processus réversible. En effet, lors du refroidissement, les
gouttelettes de TE se dissipent dans la solution. Toutefois, si le mélange est maintenu au-
dessus de la température de transition pendant une période prolongée, I’étape de maturation se
produit de facon irréversible ou les agrégats ne se solubilisent plus malgré un refroidissement

(Clarke, Arnspang et al. 2006).

La seconde phase de maturation implique une agrégation irréversible des coacervats au sein
de plus grandes espéces, pouvant former des structures fibrillaires ramifiées. Les analyses par
microscopie électronique de solutions de TE, laissées quelques minutes au-dessus de la
température physiologique, révelent la présence de filaments isolés de longueurs variables.
Lorsque le temps d’incubation augmente, les filaments s’associent progressivement en
faisceaux. Enfin, aprés plus de 10h d’incubation, un précipité blanc se forme, composé de
fibrilles épaisses, ramifiées et amorphes, identiques a 1’¢lastine (Bressan, Pasquali-Ronchetti
et al. 1986). Etant donné la faible capacité de diffusion de la lumicre de ces especes

coalescées, la phase de maturation se traduit par une diminution de la turbidité de la solution.
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IV.2.2. Facteurs affectant la coacervation in vitro

1V.2.2.1. Les domaines hydrophobes

La nécessité¢ des domaines hydrophobes dans le processus de coacervation a été mise en
¢vidence par des €tudes démontrant 1’agrégation de peptides €lastiques constitués uniquement
de motifs hydrophobes, et I’abolition de cette capacit¢ dans les peptides constitués
uniquement de motifs hydrophiles (Miao, Cirulis et al. 2005). La coacervation est influencée

par le nombre, la séquence et I’arrangement contextuel des domaines hydrophobes.

La coacervation est favorisée dans des especes possédant un plus grand nombre de domaines
hydrophobes. Par exemple, la suppression de deux domaines hydrophobes au sein d’un
fragment de la TE inhibe la coacervation de facon plus importante que la suppression d’un
seul domaine (Toonkool, Jensen et al. 2001). De méme, la diminution du nombre de
domaines hydrophobes entraine une augmentation de la température de transition des especes
considérées. De plus, 1’hydrophobicit¢ moyenne d’un résidu affecte également le taux de
coacervation, soulignant la nature coopérative de la coacervation. En effet, des fragments de
TE ont montré une transition plus progressive comparée a la protéine entiere, suggérant moins
de coopérativité en raison d’une diminution du nombre de domaines hydrophobes (Jensen,

Vrhovski et al. 2000).

Dans certains cas, ni le nombre de domaines hydrophobes ni I’hydropathie générale
n’expliquent pleinement les différences entre les coacervats. Certains mutants de la TE, avec
une hydrophobicité comparable a I’espéce sauvage, présentent une diminution d’agrégation,
indiquant que la séquence d’acides aminés des domaines hydrophobes affecte aussi 1’auto-
assemblage (Toonkool, Jensen et al. 2001). Une 1égere modification des motifs poly(VPGG)
et poly(VPGVG) en APGVGV au sein de la structure primaire d’un peptide élastique induit
une précipitation irréversible (Urry 1982). De plus, le mélange aléatoire (« scrambling ») des
séquences de ces motifs hydrophobes abolit la capacité de coacervation du peptide élastique,
et conduit a une agrégation polymorphe. Par conséquent, la coacervation implique des
interactions hydrophobes dépendantes de la séquence en acides aminés. Parallelement,
I’inhibition de la coacervation, due a des modifications dans les séquences hydrophobes, peut
en partie provenir d’une capacité réduite a former des structures [ (Rauscher, Baud et al.

2006).
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Des perturbations dans la formation des structures B impliquent souvent des modifications
dans la séquence dipeptidique PG. La proline restreint la flexibilité du squelette carboné et
réduit la formation des coudes et feuillets B. En revanche, la glycine impose 1’hydratation du
squelette carboné, en augmentant la formation de liaisons hydrogenes avec le solvant.
Par conséquent, les résidus de proline et de glycine ont un effet combinatoire dans le maintien

de la flexibilité conformationnelle des chaines de la protéine.

L’arrangement contextuel des domaines hydrophobes au sein de la TE détermine aussi la
capacité de coacervation. La suppression du domaine 26 ¢leéve la température de coacervation
d’une construction de la TE. Ce phénomene n’est pas inversé lorsque le domaine 26 est de
nouveau ajouté a I’extrémité C-terminale de la construction (Toonkool, Jensen et al. 2001).
Ces observations soulignent I’importance de D’arrangement contextuel des domaines

hydrophobes au sein de la TE comme une condition préalable a 1'auto-assemblage.

IV.2.2.2. Les domaines de réticulation

Bien que les domaines hydrophobes soient essentiels pour la séparation de phase dans le
processus de coacervation, la plupart d’entre eux ne sont pas capables de promouvoir la
stabilit¢ du coacervat. Inversement, les domaines de réticulation ont généralement été
considérés pour é&tre relativement stables et passifs dans le processus d’assemblage.
Néanmoins, de récentes études ont démontré 1’importance des domaines de réticulation, a la
fois dans la régulation et I’induction de [’auto-assemblage des peptides élastiques, et
I’importance des chaines latérales des lysines pour prévenir, dans ces domaines, la formation
d’agrégats protéiques dits amyloides (Reichheld, Muiznieks et al. 2014). Les séquences des
domaines de réticulation peuvent également influencer la coacervation. A titre d’exemple, un
peptide ¢élastique constitué des domaines 20-21/23-24-21/23-24, dans lesquels la séquence
charniecre GVGTP au sein des domaines de réticulation 21/23 a été remplacée par une
séquence AAAAA, présente une diminution de sa température de transition (Kumashiro, Ho
et al. 2006). Cette substitution entraine une augmentation du nombre d’hélices a, conduisant a
une perte de la flexibilité du peptide élastique, qui facilite 1’agrégation entre les domaines
hydrophobes proximaux. Ceci démontre comment des modifications dans les séquences des
domaines réticulation peuvent affecter indirectement la structure des domaines hydrophobes

et, par conséquent, la capacité du polypeptide a former un coacervat.
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1V.2.2.3. L’environnement

Dans un environnement in vitro, la coacervation dépend fortement des conditions de la
solution, incluant les concentrations protéique et saline, le pH, la présence de solvants

organiques et la température (Urry 1982).

L’augmentation de la concentration en TE entraine une diminution de la température de
transition et une augmentation du taux de coacervation. Inversement, une diminution de la
concentration en TE réduit sa capacité a coacerver. La coacervation de la TE dans une
solution saline physiologique ne se produit pas en-dessous d’une concentration critique,

estimée entre 1 et 3 mg/ml (Toonkool, Jensen et al. 2001).

Une relation linéaire existe entre la concentration en sel et la température de coacervation,
comme 1’ont démontrée les analyses de calorimétrie différentielle a balayage sur des peptides
¢lastiques synthétiques (Luan, Parker er al. 1991). Une augmentation de la force ionique
favorise 1’auto-agrégation et, par conséquent, diminue la température de coacervation.
Le sel augmenterait la concentration effective de la protéine en séquestrant les molécules de
solvant par la formation de coquilles d’hydratation, entrainant une diminution des interactions
solvant-peptide, et une déstabilisation des clathrates d’eau situés autour des domaines
hydrophobes (Vrhovski and Weiss 1998). Le sel peut également supprimer les interactions
¢lectrostatiques entre les acides aminés polaires, entrainant une perturbation des interactions
hydrophobes dans le processus de coacervation. Une concentration en sel de 150 mM permet
la coacervation de la TE native a une température physiologique. Inversement, une diminution

de la concentration en sel en-dessous de 100 mM abolit la coacervation.

La capacité de coacervation de la TE est également dépendante du pH. De nombreuses études
ont démontré qu’une augmentation du pH peut abaisser la température de transition.
La coacervation est maximale au point isoélectrique de la TE. En effet, le pH influence
I’ionisation des groupements polaires et apolaires au sein de la protéine (Bellingham, Lillie et

al. 2003).

Enfin, la coacervation, qui est par définition une transition de température inverse, est par
conséquent influencée par la température. Les molécules de TE ne présentent pas de

propriétés d’auto-agrégation en dessous d’un certain seuil de température.
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La température de transition est couramment utilisée comme une mesure de la capacité des
différentes séquences ¢lastiques a coacerver (Cirulis and Keeley 2010). La coacervation de la
TE est optimale a 37°C, pH 7-8 et dans des conditions salines physiologiques (150 mM NaCl)
(Vrhovski and Weiss 1998).

IV.2.3. Mise au point du mode¢le de coacervation in vivo

1V.2.3.1. Implications des domaines spécifiques de la tropoélastine

Pour déterminer les domaines impliqués dans I’assemblage de la TE, des études utilisant a la
fois la LOX et un agent réticulant chimique ont permis de définir les points de contact au sein
des coacervats (Wise, Mithieux et al. 2005). La reproductibilité et la spécificité des s€équences
dans la formation des liaisons croisées indiquent que les interactions d’alignement ne se font
pas de facon aléatoire au cours de la coacervation.

La majorité des liaisons croisées se produisent au sein des domaines 19-25, signifiant que
cette région contient les principaux sites pour 1’auto-agrégation. Le domaine 19 semble étre le
point de départ de I’alignement car des liaisons croisées, impliquant ce domaine, sont
présentes aux plus faibles concentrations en agent réticulant chimique (Dyksterhuis, Baldock
et al. 2007). Le domaine 20 peut étre un contributeur majeur de la coacervation car il présente
des caractéristiques supramoléculaires similaires a la TE entiere (Pepe, Guerra et al. 2005).
Le domaine 26 joue également un role central dans la coacervation car sa suppression ou une
mutation abolit la capacité d’auto-assemblage de la TE (Jensen, Vrhovski et al. 2000).
De plus, ce domaine représente la plus longue unité de répétition, bien conservée dans la TE,
exposée a la surface et a proximité du domaine 25, qui forme des liaisons croisées avec le
domaine 19 dans un arrangement antiparallele (Brown-Augsburger, Tisdale et al. 1995).
La disposition du domaine 26 favorise son interaction avec le domaine 18 et implique
¢galement des interactions hydrophobes entre les domaines 20 et 24 (Jensen, Vrhovski et al.
2000). Les domaines 16-17 sont aussi impliqués dans la coacervation. En ’absence de ces
domaines, des constructions de TE présentent une altération de la coacervation, donnant de
petits agrégats avec une capacité réduite a former 1’¢lastine mature (Wachi, Sato et al. 2007).
Les domaines hydrophobes de I’extrémité C-terminale (28, 30 et 32) sont peu susceptibles
d’initier la coacervation en raison de leurs séquences plus courtes, comparées a celles des
domaines centraux, et de 1’absence de résidus de proline répétés favorables a la formation de

coudes-f (Debelle and Tamburro 1999).
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1V.2.3.2. Role des GAG

Les GAG, macromolécules omniprésentes a la surface des cellules, sont impliqués dans
I’assemblage de I’¢lastine. Des études ont démontré que les GAG, tels que I’héparane sulfate
et le chondroitine sulfate, diminuent la température de transition d’isoformes de la TE et de
dérivés ¢€lastiques, favorisant 1’auto-assemblage de la TE (Broekelmann, Kozel et al. 2005)
(Gheduzzi, Guerra et al. 2005). Les interactions TE-GAG neutralisent les charges positives
sur la TE pouvant contribuer aux répulsions intermoléculaires. Il en résulte des transitions
conformationnelles moléculaires qui déclenchent 1’auto-agrégation (Kozel, Ciliberto et al.
2004). De plus, I’héparane sulfate et le chondroitine sulfate, soutiennent la formation
d’hélices a dans les domaines de réticulation qui stabilisent a leur tour les interactions entre

les chaines latérales hydrophobes (Muiznieks, Jensen et al. 2003).

1V.2.3.3. Role des protéines microfibrillaires

Dans le modele classique de 1’assemblage des fibres élastiques, le dépot de la TE sur les
microfibrilles se produit aprés la coacervation. Néanmoins, des études ont suggéré que la
liaison entre la TE et les protéines microfibrillaires, telles que les fibrillines, les fibulines et
les MAGP, peut stimuler la coacervation et I’alignement intramoléculaire (Ross, Fialkow et
al. 1977). Un fragment de la fibrilline-1, contenant le site de liaison a la tropoélastine, induit
une diminution de la température de coacervation, favorisant ainsi 1’agrégation des
monomeres de tropoélastine (Clarke, Wise et al. 2005). Fait intéressant, la fibrilline-1, les
fibulines -4 et -5 et MAGP-1 sont capables d’inhiber la coalescence de la TE de fagon dose-
dépendante. In vivo, ces especes empéchent la croissance des coacervats au-dela de la taille
observée, et favorisent leur regroupement en un réseau organisé (Cirulis, Bellingham et al.
2008). Ces résultats suggeérent que les protéines microfibrillaires peuvent avoir des effets
différents sur I’étape initiale de coacervation, mais elles semblent toutes moduler la taille des

gouttelettes avant 1’assemblage des fibres.
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IV.3. Dépot sur les microfibrilles

La TE coacervée reste attachée a la surface des intégrines et des GAG, jusqu’au dépot sur les
faisceaux microfibrillaires (Sato, Wachi et al. 2006). L’association microfibrillaire est
principalement dominée par le domaine 36 de la TE (Sato, Wachi ef al. 2007). Les résidus de
cystéine, présents dans le domaine 36, forment un pont disulfure qui est en contact avec les
glycoprotéines acides situées dans les microfibrilles. La perturbation du pont disulfure
diminue I’intégration de la TE dans les fibres ¢élastiques. Néanmoins, des constructions de TE,
ou le domaine 36 est absent, se lient encore aux microfibrilles dans une certaine mesure,
suggérant I’implication d’autres régions dans la molécule (Kozel, Wachi et al. 2003).
Les candidats possibles sont les domaines 16, 17 et 30, étant donné que leur délétion entraine
aussi une diminution du dépot de TE sur les microfibrilles (Wachi, Sato et al. 2007).
Les protéines microfibrillaires connues pour interagir avec la TE sont les fibrillines, les
fibulines et les MAGP. MAGP-1 se lie a la TE en présence de Ca’™ a des sites multiples
couvrant ’ensemble de la molécule (Clarke and Weiss 2004). Les fibrillines interagissent
avec les domaines riches en glycine et cystéine. La fibrilline-1 régule 1’expansion des
coacervats de TE. Le méme role est partagé par les fibulines, en particulier les fibuline-2, -4 et
-5. Le role des fibulines dans le dépdt de TE sur les microfibrilles est mis en évidence par
I’absence de 1’assemblage de la TE dans des cultures de fibroblastes sans fibulines, et par la
désorganisation et la fragmentation des fibres élastiques dans les souris knock-out pour les
fibulines (Cirulis, Bellingham et al. 2008). Le dépot microfibrillaire de la TE est essentiel
dans I’¢lastogenése. En effet, les microfibrilles constituent une architecture qui dirige la forme
et I’orientation des fibres €lastiques. La liaison de la TE avec les protéines microfibrillaires
peut également stimuler la coacervation et 1’alignement des domaines de réticulation

intermoléculaires, nécessaires a la maturation de 1’¢lastine (Sato, Wachi et al. 2006).

IV.4. Réticulation

Une fois coacervées, les molécules de TE sont liées de facon covalente dans 1’espace
extracellulaire suite a I’action d’une famille d’enzymes amines oxydases dépendantes du
cuivre, les lysyls oxydases. Cette famille compte aujourd’hui six isoformes : la lysyl oxydase

(LOX) isoformes 1 et 2, et quatres lysyl oxidase-like-1/4.
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A D’exception de la LOXL-4, toutes ces isoformes ont ét¢ montrées comme capables de
réticuler 1’¢lastine et le collagéne de type I in vitro (Siegel, Pinnell et al. 1970). L’isoforme
LOXL-2 a également ét¢ montrée comme pouvant réticuler les collagenes de types III et IV
(Bignon, Pichol-Thievend et al. 2011). Néanmoins, les deux isoformes prépondérantes
physiologiques sont LOX et LOXL-1 (Kielty, Baldock et al. 2002). In vivo, I’inactivation du
gene LOX, 'inhibition de la LOX par le B-APN (B-aminopropionitrile) ou la suppression du
cuivre entraine dans chacun des cas une altération de la capacité des agrégats de TE a former
des fibres matures (Kagan and Sullivan 1982). De plus, les fibres élastiques résultantes
dévoilent une structure désorganisée. De la méme maniere, les souris invalidées pour LOXL!
présentent un déficit en fibres élastiques, coincidant avec 1’accumulation de monomeres de

TE dans I’espace extracellulaire (Liu, Zhao ef al. 2004).

Les LOX catalysent la désamination oxydative des groupements NH;-¢ des résidus de lysine
de la TE (Sato, Wachi et al. 2006), conduisant a la formation d’aldéhydes trés réactifs tels que
I’allysine, précurseur des liaisons covalentes intra- et intermoléculaires retrouvées dans
I’¢lastine. Ces liaisons sont formées par la condensation spontanée non enzymatique de lysine
a allysine ou avec d’autres résidus lysyl non modifiés. Il en résulte deux intermédiaires : la
lysinonorleurcine et 1’allysine aldol, qui peuvent a leur tour se condenser pour former la
desmosine. L’allysine aldol peut également se condenser a une autre lysine pour former la
merodesmosine qui, & son tour, se condense avec une allysine pour former I’isodesmosine.
Les produits finaux de ces liaisons croisées, la desmosine et 1’isodesmosine, résultent donc de
la condensation de quatre lysines situées a proximité les unes des autres et permettent de relier

deux fibres d’¢lastine entre elles (Figure 16) (Vrhovski and Weiss 1998).
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Figure 16: Formation des liaisons croisées de 1’élastine. La réaction est catalysée par la lysyl

oxydase qui convertit la lysine en allysine. Les condensations spontanées entre la lysine et I’allysine

conduit a la formation de différents types de liaisons croisées incluant les liaisons tétra-fonctionnelles

regroupant la desmosine et I’isodesmosine (Vrhovski and Weiss 1998).
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Dans la TE, il existe deux types de domaines impliqués dans la formation des liaisons
croisées. Tous deux enrichis en lysine, ils présentent des caractéristiques différentes.
Les premiers, nommés domaines KA, présentent des résidus de lysine typiquement regroupés
par deux ou trois, séparés par deux ou trois résidus d’alanine et formant une structure en
hélice o, facilitant la formation de liaisons croisées entre les lysines de type tétra-
fonctionnelles (Brown-Augsburger, Tisdale ef al. 1995). Les domaines KA sont codés par les
exons 6, 15,17, 19, 21, 3, 25, 27, 29 et 31. L’autre type de domaine impliqué dans les liaisons
croisées est le domaine KP, codé par les exons 4, 8, 10 et 12. Dans ces domaines KP, les
paires de lysine sont séparées par un ou plusieurs résidus de proline, impliquant une contrainte
stérique ne permettant pas la formation d’une structure hélicoidale (Brown-Augsburger,

Tisdale et al. 1995).

Environ 88% de I’ensemble des résidus de lysine de la TE, couvrant 16 domaines, sont
impliqués dans la formation des liaisons croisées (Kozel, Rongish et al. 2006). La région,
couvrant les domaines 19-25, contient un nombre particulierement élevé de liaisons croisées.
Le point de contact initial implique le résidu K353 du domaine 19 (Dyksterhuis, Baldock et
al. 2007). Une liaison croisée a bien été caractérisée : elle implique les domaines 19 et 25 de
deux chaines d’¢lastine antiparalleles liées par des desmosines, qui sont pontées par des
liaisons lysinonorleucine avec le domaine 10 d’une troisiéme chaine (Brown-Augsburger,
Tisdale et al. 1995). De plus, il peut y avoir des liaisons intramoléculaires au niveau des
domaines 12 a 14 de I'extrémité N-terminale de la TE (Mithieux and Weiss 2005). Bien que
la réticulation impose des restrictions sur la structure de 1’¢lastine, la fibre réticulée conserve,
néanmoins, une hydratation et une flexibilité en raison du désordre imposé par le squelette
carboné¢ du monomere de la TE (Bochicchio and Pepe 2011). La présence des liaisons
croisées rend les fibres ¢lastiques insolubles et stables sous 1’étirement mécanique. Les fibres
¢lastiques deviennent également plus résistantes a la protéolyse en raison de ’inaccessibilité
des sites de clivage dans la structure réticulée (Heinz, Jung et al. 2012). Inversement,
l'inhibition de la réticulation est corrélée a une augmentation de la fragmentation de 1’¢lastine
(Romero, Tinker et al. 1986). Par conséquent, I’étape de réticulation est indispensable a la

formation de fibres élastiques complétes et fonctionnelles, dites matures.
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L’assemblage complexe des fibres élastiques aboutit a une structure fonctionnelle (Figure
17). La fonctionnalité des fibres élastiques est partiellement jugée par une dimension physique

mécanique : 1’¢lasticité.
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Figure 17: Schéma récapitulatif de la formation des fibres élastiques. 1: Synthése de la
tropoélastine a partir du géne ELN. 2 : Fixation de la tropoélastine a ’EBP (Elastin Binding Protein).
3: Transport du complexe EBP-tropoélastine vers 1’espace extracellulaire. 4 : Libération de la
molécule de tropoélastine du complexe par les résidus galactosyls présent a la surface des
microfibrilles puis coacervation des monomeres de tropoélastine encore attachés a la surface de la
cellule. A cette étape, deux hypotheses ont ét¢ émises dans la littérature : la premicre serait que les
coacervats se déposent sur les microfibrilles (5), avant d’étre réticulés par les lysyl-oxydases (6) ;
alors que la deuxieéme hypothése serait que les coacervats sont d’abord réticulés dans I’espace
extracellulaire (5°), avant d’étre déposés sur les microfibrilles (6’). Ce processus de dépot et de

réticulation  donne lien a la  formation de  fibres élastiques  matures (7).
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V. Propriétés mécaniques de la tropoé¢lastine humaine et de
I’élastine insoluble

L’¢lastine mature est une protéine trés stable avec une demi-vie estimée a 74 ans.
Elle constitue prés de 90 % des fibres élastiques et est responsable des propriétés €lastiques et
mécaniques de ces structures. Le module d’¢lasticité des fibres ¢€lastiques, appelé module
d’Young, varie généralement entre 300 et 600 kPa et peut descendre a 100 kPa pour I’¢élastine
des parois artérielles, soulignant la nature versatile de ces structures au sein de la MEC
(Mithieux and Weiss 2005) (Almine, Bax et al. 2010). Les fibres élastiques sont capables de
subir des milliards de cycles d’étirement et de relaxation sans la moindre défaillance
mécanique (Keeley, Bellingham et al. 2002). Bien que le mécanisme d’¢€lasticité ne soit pas
complétement ¢lucidé, il semblerait que I’étirement de ’¢élastine résulte en une structure plus
ordonnée et que sa relaxation, d’origine entropique, soit possible seulement si la protéine est
capable de revenir a un état désordonné (Vrhovski and Weiss 1998). Cette ¢lasticité est due

aux propriétés €lastiques intrinséques du monomere de TE (Baldock, Oberhauser et al. 2011).

V.1. Les propriétés mécaniques de la tropoélastine humaine

Les expériences d’étirement, par microscopie a force atomique sur une molécule de TE,
révelent que le monomeére est un ressort presque parfait avec un comportement €lastique idéal
(absence de boucle d’hystérésis) (Figure 18) (Baldock, Oberhauser et al. 2011). Capable de
s’étirer, de manicre réversible, jusqu’a huit fois sa longueur au repos, d’environ 20 nm a
environ 160 nm, la TE ne présente aucune hystérésis sur plusieurs cycles d’étirement et de
relaxation. Avec un module d’Young d’environ 3 kPa, la TE est la protéine monomérique la
plus ¢élastique et extensible connue. La réticulation du monomére en une structure

polymérique réduit I’extensibilité et augmente la rigidité.
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Figure 18 : Expérience d’étirement, par microscopie a force atomique, sur une molécule
de tropoé¢lastine. La molécule de TE a été étirée (courbe bleue) puis relachée (courbe rouge) deux
fois et étirée une nouvelle fois dans le but de la détacher du support (courbe noire). Cette dernicre

courbe présente un seul pic de force de détachement conforme a I’étirement d’une seule molécule

(Baldock, Oberhauser et al. 2011).

V.2. Les modeles d’élasticité

Derriere les propriétés élastiques remarquables de 1’¢lastine, la force motrice fondamentale est
d’origine entropique. L’étirement diminue [I’entropie du systéme alors que la relaxation
entraine une augmentation spontanée de l’entropie a son niveau maximal. Deux grandes
catégories de modeles ont été proposées : celle dans laquelle I’¢lastine est considérée comme
étant isotrope et dépourvue de structure, et celle dans laquelle 1’¢lastine est considérée comme

étant anisotrope avec des régions structurées (Figure 19) (Vrhovski and Weiss 1998).

Le mode¢le des chaines aléatoires considére 1’élastine comme un réseau constitué de chaines
pontées de maniére aléatoire, qui sont en perpétuel mouvement di a un état entropique €levé.
Pendant 1’étirement, les chaines s’orientent, ce qui limite leur liberté conformationnelle et

diminue ainsi I’entropie totale du systéme (Hoeve and Flory 1974).
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Inversement, le modele de la goutte liquide suggeére que les monomeéres sphériques et
globulaires de TE sont réticulés pour former une matrice tridimensionnel. Pendant 1I’étirement,
la déformation de la matrice expose les domaines hydrophobes des monoméres de TE, enfouis
dans la structure, au solvant contribuant a la diminution de I’entropie du systéme. La force de
rappel est conduite par une augmentation de I’entropie dans le processus inverse (Weis-Fogh

and Anderson 1970).

Une variation du modele précédent considere les monomeres de TE comme étant fibrillaires.
Le modéle « oiled-coil » est constitué d’unités fibrillaires alternants avec des hélices o, des
domaines de réticulation et de larges bobines (oiled-coil), comprenant des unités répétitives de
la TE, en particulier ’hexapeptide APGVGV, le pentapeptide VPGVG et le tétrapeptide
VPGG, dans lesquels les résidus de glycine sont exposés au solvant alors que les résidus de
valine, proline ainsi que les autres résidus hydrophobes sont enfouis dans la structure (Gray,
Sandberg et al. 1973). Les régions réticulées sont rigides tandis que les régions hydrophobes
sont flexibles. Pendant I’étirement, comme pour le modele de la goutte liquide, le cceur

hydrophobe est exposé au solvant, entrainant une diminution de 1’entropie du systéme.

Enfin, dans un dernier mod¢le, le modé¢le fibrillaire, 1’¢lasticité provient des propriétés des
structures spirales-f régulieres, comprenant des coudes-f répétitifs (Urry, Long et al. 1974).

Ces derniers sont formés par des séquences répétitives régulicres (VPGVG, VPGG et
APGVGV) de la TE. Les coudes-p agissent comme des espaceurs entre les coudes des
spirales-p, laissant les segments peptidiques dans un état de conformation libre.
Pendant 1I’étirement, 1’entropie de ces segments peptidiques diminue, fournissant la force de

rappel nécessaire pour I’¢élasticité.

76



Introduction V. Propriétés mécaniques de la tropoélastine et de 1’¢lastine

Monomeére de M ed
(a) tropoélastine (b) onomére de

tropoélastine globulaire
L |

Liaison croisée

—_
Liaison
croisée

(c) (d)

Hélice a

Hélice a

] ‘oiled coil Spirale-f3

Figure 19: Modeles structuraux de I’élastine. a) Modele des chaines aléatoires. b) Modele
de la goutte liquide. ¢) Mod¢le « oiled-coil ». d) Modge¢le fibrillaire (adaptée de Vrhovski and
Weiss 1998).

Tamburro et al. ont également proposé un modele basé sur les coudes-P, situés dans les
séquences répétitives de type GXGGX (Tamburro, Guantieri et al. 1991). Les coudes formés
de résidus de glycine sont plus labiles que leurs homologues de proline, et sont capables de
s’interconvertir donnant lieu a des coudes- dynamiques, qui glissent le long de la chaine
polypeptidique (Debelle and Tamburro 1999). Dans ce modele, la chaine fluctue librement et
le systéme est majoritairement non structuré. La force de rappel est similaire a celle proposée
par le modéle des chaines aléatoires. Plus récemment, les travaux de Daggett et Cross ont
souligné I’existence de structures en spirales B a 1’état replié¢ du polypeptide (Li, Alonso et al.

2001 ; Gross, Possart et al. 2003).

L’altération des propriétés fonctionnelles des fibres élastiques engendre des modifications
dans les propriétés mécaniques des tissus, contribuant a I’apparition de symptomes plus ou
moins déléteres détaillés par la suite. Cette perte d’élasticité peut étre attribuée soit a une
mutation sur le géne de 1’¢lastine (entrainant une diminution de sa synthése ou une mauvaise
conformation), a la présence de contaminants au sein de la fibre élastique (lipides, calcium)

ou a sa dégradation par des enzymes protéolytiques.
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VI. Pathologies génétiques dues a un déficit en élastine

Les mutations ou délétions dans le gene de 1’élastine conduisent au développement de
plusieurs pathologies humaines rares. Les pathologies génétiques associées directement au
gene de 1’¢lastine sont la sténose supravalvulaire aortique (SVAS pour Supravalvular Aortic
Stenosis), le syndrome de Williams-Beuren (SWB) et le cutis laxa autosomique dominant

(CLAD) (Baldwin, Simpson et al. 2013).

VI.1. Sténose supravalvulaire aortique

L’incidence de la sténose supravalvulaire aortique (SVAS, OMIM 185500) est estimée a 1
pour 20 000 naissances. Il peut s’agir d’un cas sporadique ou d’une malformation transmise

sur le mode autosomique dominant.

Cette pathologie se caractérise par un rétrécissement ou une obstruction de 1’aorte ascendante,
accompagnée par une augmentation de 1’épaisseur artérielle par hyperprolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). La SVAS affecte fréquemment [’aorte
ascendante mais peut toucher d’autres artéres comme les artéres pulmonaires, coronaires,
rénales et les carotides (Baldwin, Simpson et al. 2013).

Bien que des formes non-congénitales de SVAS existent, la SVAS est généralement associ¢e
au syndrome de Williams-Beuren (décrit dans la partie V.1.2), caractérisé par un trouble

complexe du développement.

La SVAS est due a des translocations, délétions ou mutations ponctuelles dans un allele du
gene de 1’¢lastine (ELN), localisé sur le locus q11.23 du chromosome 7 (Urban, Riazi et al.
2002). Ces mutations conduisent a la synthése d’une molécule d’¢lastine non fonctionnelle
interférant dans 1’assemblage des fibres élastiques, ou a I’apparition prématurée de codons
STOP au niveau de la séquence du gene ELN. L’ARNm ainsi obtenu est instable et plus
sensible a la dégradation, ce qui rend 1’allele de I’¢élastine non fonctionnel, d’ou la diminution
de 50% de la synthese d’¢lastine (Urban, Zhang et al. 2001). De plus, le fait que I"haplo-
insuffisance du géne ELN soit une cause sous-jacente de la SVAS non-syndromique, a été
confirmée par I’identification de 7 nouvelles mutations dans le géne ELN chez 31 patients

avec une SVAS non syndromique sporadique ou familiale (Micale, Turturo et al. 2010) .
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Au niveau structural, la région touchée de ’aorte des patients atteints de SVAS se caractérise
par un ¢épaississement de I’intima suite a une migration des CMLV, conduisant a un
rétrécissement de ’aorte et une désorganisation des lames ¢€lastiques de la média (Brooke,
Habashi et al. 2008). Les régions saines de 1’aorte présentent tout de méme un épaississement
de la paroi aortique, malgré un diametre intraluminal normal. Des complications peuvent se
produire dans le cas de SVAS séveres comme 1’hypertrophie ventriculaire gauche, I’ischémie
myocardique, généralement au cours d’anesthésies, et des accidents vasculaires cérébraux

quand la sténose affecte les artéres cérébrales (Deo, Burkhart et al. 2013).

Les cellules souches pluripotentes induites (iPS pour Induced pluripotent stem cells) des
patients SVAS, exposant les caractéristiques de la SVAS, ont été générées dans le but
d’étudier la pathogenése pour d’éventuelles cibles thérapeutiques. Cette étude révele que les
cellules musculaires lisses touchées présentent des réseaux de faisceaux de filaments d’a-
actine moins bien organisés par rapport aux cellules témoins. En tant que cible thérapeutique
potentielle, cette étude prévoit d’inhiber la surprolifération des cellules musculaires lisses en
diminuant la signalisation ERK1/2 (Ge, Ren et al. 2012). Une autre thérapie par aortoplastie a
¢té rapportée (Shin, Jhang et al. 2011).

VI.2. Syndrome de Williams-Beuren

Le syndrome de Williams-Beuren (SWB, OMIM 194050) a été¢ décrit pour la premicre fois
par JCP Williams et AJ Beuren (Williams, Barratt-Boyes et al. 1961) (Beuren, Apitz et al.
1962). L’incidence de ce syndrome est estimée a 1 pour 7500 naissances. Il se produit

généralement de fagon sporadique.

Les caractéristiques associées a ce syndrome sont nombreuses et incluent un retard
psychomoteur, des difficultés d’apprentissage, une dysmorphie faciale caractéristique, une
hypercalcémie, un métabolisme anormal du glucose, une hypertrophie ventriculaire gauche,
une cardiopathie, une sténose des branches de I’artére pulmonaire, une SVAS localisée ou
diffuse et un pourcentage élevé d’hypertension artérielle (40-70%). Les arteres des patients du
SWB sont plus épaisses, méme au niveau des zones non sténotiques. Suivant les individus, les
atteintes du systéme vasculaire peuvent varier fortement allant de 1’absence de tout signe

clinique cardiovasculaire a la mortalité infantile.
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Dans le SWB, seulement 15% d’élastine est sécrétée contrairement a 50% dans le cas de la

SVAS isolée (Dridi, Foucault Bertaud et al. 2005) (Pober 2010).

Le SWB est dii a une microdélétion de génes contigus résultant de la suppression hémizygote
de 1,5 a 1,8 Mb du locus q11.23 du chromosome 7. Cette région englobe au moins 27 genes
dont celui de I’¢lastine, aboutissant a la perte d’un des alléles de 1’¢lastine (Schubert 2009).
Dans la majorité des cas, cette microdélétion apparait de novo; elle peut étre, néanmoins,
d’origine héréditaire. La variabilit¢ des symptomes du SWB peut s’expliquer soit par une
variation dans la synthése de 1’¢lastine, soit par une variation dans I’expression des genes
flanquants la région affectée par la microdélétion. Parmi les génes délétés, certains sont
fortement exprimés dans le cerveau, comme les genes LIMIK, GTF2IRD2, CYLN2 et GTF21
impliqués dans les déficits de repérage spatio-temporel et dans la cognition. Par ailleurs, en
1999, Dridi et al. ont évalué les fibres é€lastiques dans le derme de 10 patients atteints du
syndrome (Dridi, Ghomrasseni et al. 1999). Les analyses ont révélé la présence de fibres pré-
¢lastiques et de fibres ¢lastiques matures désorganisées chez les enfants atteints du SWB par
rapport a cinq enfants en bonne santé. Néanmoins, les symptomes les plus déléteres touchent

I’appareil cardiovasculaire.

VI.3. Le cutis laxa autosomique dominant de classe 1

Le cutis laxa autosomique dominant de classe 1 (CLAD1, OMIM 123700) est une maladie du
tissu conjonctif caractérisée par un vieillissement prématuré de la peau, défini par une perte
d’¢élasticité et des rides en exces. L’incidence est non connue mais moins de 50 cas ont été
rapportés dans la littérature. Le syndrome CLADI est une forme modérée de cutis laxa avec
une atteinte systémique limitée (Marchase, Holbrook et al. 1980) (Sarkar, Kaur et al. 2002),
bien que des hernies, anomalies de valves cardiaques, manifestations cardiovasculaires
(sténose pulmonaire, dilatation et tortuosité artérielle et aortique) (Szabo, Crepeau et al.
2006), diverticules gastro-intestinaux et emphysémes (Rodriguez-Revenga, Iranzo et al.

2004), puissent étre associés.

L’histologie chez les patients CLADI1 révéle une perte, une fragmentation et une
désorganisation importante des fibres ¢lastiques entrainant une fragilisation et une perte

d’¢élasticité du tissu conjonctif (Szabo, Crepeau et al. 2006).
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Le syndrome CLADI est di a une mutation hétérozygote du gene de 1’¢lastine (ELN) sur le
locus q11.23 du chromosome 7. Dans la plupart des cas, les patients portent des mutations
dans le cadre de lecture a proximité de I’extrémité 3° du gene ELN, conduisant a une mutation
faux-sens dans I’exon 36. L’élastine mutée au niveau du domaine 36 ne se lie pas
correctement a la fibrilline-1, ce qui renforce son auto-assemblage et diminue, par conséquent,
le dépdt de 1’¢lastine mature sur les microfibrilles. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que le défaut
d’assemblage des fibres ¢lastiques entraine une régulation a la hausse de la voie de

signalisation du TGF-f, stocké au sein des microfibrilles (Callewaert, Renard et al. 2011).
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VII. Altération des tissus normaux adultes

VII.1. Les fibres élastiques dans les tissus agés

VIL.1.1. Dégradation des fibres €lastiques au cours du vieillissement

L’accumulation de dommages par les protéines matricielles a longtemps été reconnue comme
un facteur potentiel contribuant au déclin fonctionnel des tissus au cours du vieillissement
(Bailey 2001). En raison de sa longue demi-vie et son faible taux de renouvellement,
I’¢lastine est susceptible d’étre dégradée par des mécanismes enzymatiques, chimiques et

biophysiques.

L’accumulation des dommages oxydants par les macromolécules biologiques, telles que les
lipides, les protéines et les acides nucléiques, semble jouer un rdéle important dans le
processus du vieillissement (Vijg and Campisi 2008). Les especes réactives de 1’oxygene
(ROS pour Reactive Oxygen Species), Oy, HyO,, 'O, et "OH, sont les principaux agents de
I’oxydation des protéines. Les ROS sont générés soit comme des produits du métabolisme
normal actif, soit par des facteurs environnementaux comme le rayonnement UV (Yaar and
Gilchrest 2007). Les perturbations dans 1’homéostasie des fibres élastiques, suite a la
transcription des MMP induite par les ROS, contribue au vieillissement des tissus. En plus de
ces mécanismes anaboliques et cataboliques, les ROS sont connus pour agir directement sur
les collagénes matriciels, mais I’influence de I’oxydation sur la structure et la fonction des
composants des fibres élastiques reste peu connu. A ce jour, deux ¢études ont traité la
susceptibilit¢ de 1’¢lastine a étre modifiée par les ROS: Umeda et al. ont caractérisé
I’oxydation et la solubilisation de I’élastine par H,O, en présence du cuivre Cu®" (Umeda,
Nakamura et al. 2001), tandis que Cantor et al. ont suggéré que I’exposition préalable aux
ROS, pourrait augmenter la sensibilité des fibres ¢lastiques a étre dégradé par les élastases
(Cantor, Shteyngart et al. 2006). Ces observations indiquent que 1’oxydation in vivo pourrait,

en partie, étre responsable de la diminution du processus de réticulation.

En plus d’étre dégradées en réponse a des mécanismes pro-oxydants, la structure et la
fonction des fibres ¢élastiques dans les tissus 4agés peuvent Etre compromises par

I’accumulation de liaisons croisées pathologiques.
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L’intégrité structurale des fibres élastiques repose fortement sur la formation des liaisons
croisées, régulées au cours du développement (Bailey 2001).

Au cours du vieillissement, ces liaisons croisé€es intra- et inter-moléculaires, cédent la place a
une accumulation incontrolée de glucose et de liaisons croisées dérivées de métabolites du
glucose. Ces réticulations non enzymatiques subissent des modifications successives,
aboutissant a la formation de produits de glycation avancés (AGE pour Advanced-
glycosylation end products), qui augmentent la rigidité du tissu, inhibent 1’assemblage du
collagene et altérent la liaison collagene/cellule (Paul and Bailey 1996). Ces liaisons croisées
pathologiques s’accumulent avec le vieillissement et, de fagcon plus précoce, avec des
pathologies comme le diabete. Peu d’études ont été faites concernant I’impact de la formation
des AGE sur la fonction des fibres ¢élastiques (Bailey 2001). Shapiro et al. ont émis
I’hypothese que la formation des AGE au sein des protéines matricielles contribue a

I’augmentation de la rigidité artérielle liée au vieillissement (Shapiro, Endicott et al. 1991).

La structure des fibres ¢lastiques peut également étre modifiée par la calcification,
la racémisation de 1’acide aspartique et I’accumulation de lipides (Robert, Robert et al. 2008).
L’accumulation de calcium dans les vaisseaux sanguins est fortement liée a 1’¢lastine.
La liaison avec le calcium peut aussi jouer un role dans I’absorption des lipides par les fibres
¢lastiques au cours du vieillissement de la paroi artérielle. En effet, le mécanisme de liaison
lipide-calcium est impliqué dans les interactions avec les domaines hydrophobes de la TE,
entrainant des changements conformationnels, pouvant modifier les propriétés mécaniques de
I’¢lastine (Green, Mansfield et al. 2014). En plus de la liaison des ions et des biomolécules
extracellulaires, I’acide L-aspartique se convertit spontanément en acide D-aspartique au sein
des protéines des fibres élastiques. A la fois 1’¢lastine et les fibrillines accumulent I’acide D-
aspartique issu de cette racémisation, mais les conséquences sur la structure et la fonction des

fibres ¢élastiques agées ne sont pas connues (Bailey 2001).

VII.1.2. Le vieillissement vasculaire

Les vaisseaux sanguins font partie des organes les plus touchés au cours du vieillissement.
Le vieillissement vasculaire affecte essentiellement les grosses artéres, les artéres musculaires
alors que les petites artéres sont moins touchées. Les principales altérations observées au
cours du vieillissement artériel sont I’augmentation de la lumicére artérielle, 1’épaississement
de I’intima et de la média, le dysfonctionnement des cellules endothéliales et 1’augmentation

de la rigidité de la paroi artérielle (Figure 20) (Lakatta and Levy 2003).
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Figure 20: La matrice extracellulaire des artéres jeunes et ses modifications au cours du
vieillissement. Les artéres sont organisées en trois couches concentriques, ’intima, la média et
I’adventice et contiennent les macromolécules matricielles telles que les collagénes, les protéoglycanes
(PG), [¢lastine et les glycoprotéines de structure dont la fibronectine (FN) et les glycoprotéines
associées aux fibres ¢élastiques. Les fibres élastiques sont organisées en lames fenestrées (LE lame
¢lastique, LEI lame ¢€lastique externe, LEE lame élastique externe). La MEC est synthétisée par les
cellules endothéliales (C€), les cellules musculaires lisses (CML) et les fibroblastes (F). Au cours du
vieillissement, I’intima et la média s’épaississent, les cellules musculaires lisses s hypertrophient, les
quantités de collagéne et de fibronectine augmentent, de méme que la quantité de calcium lié aux

fibres élastiques. Ces dysfonctions conduisent a la rigidification des artéres (adaptée de Jacob 2006).

L’épaississement de 1’intima est dii a la migration des CMLYV et a la synthese de la MEC par
ces cellules. L’¢épaississement de la média est le résultat de I’hypertrophie des CMLV et de
I’accumulation des collagenes et de la fibronectine, étant directement liée a la formation des
AGE. Du fait de I’augmentation des collagenes et de la fibronectine, la proportion relative
d’¢élastine diminue. Cette diminution, corrélée a 1’augmentation du nombre de collageénes, a
laquelle s’ajoute la fixation du calcium a I’¢élastine, participe a 1’accroissement de la rigidité
de la paroi artérielle au cours du vieillissement (Jacob 2006). En 1’absence de tout état
pathologique, I’accroissement de la rigidité artérielle s’associe a une augmentation de la
pression artérielle systolique et a une diminution de la pression artérielle diastolique, résultant

en une augmentation de la pression pulsée.
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Ces altérations des grandes arteres, observées avec le vieillissement, font de I’age un facteur
de risque majeur des maladies cardiovasculaires. Le vieillissement artériel peut aussi étre
influencé par des facteurs environnementaux et nutritionnels. En effet, une déficience en fer
ou en acide ascorbique favorise le vieillissement artériel, alors qu’une restriction calorique le

retarde (Fornieri, Taparelli ez al. 1999).

VII.1.3. Le vieillissement cutané

Le vieillissement cutané résulte de deux processus biologiques distincts qui peuvent étre
concomitants : le vieillissement intrinséque lié au passage du temps, et le vieillissement
extrinseque influencé par les facteurs environnementaux dont les plus connus sont
I’exposition aux UV, le tabagisme, ’alcool, la malnutrition et la pollution atmosphérique
(Langton, Sherratt et al. 2010).

Le vieillissement intrinséque de la peau est un processus lent qui engendre des modifications
dans la structure de la peau et altére la fonction tissulaire sans facteurs biologiques, chimiques
ou physiques supplémentaires. Au niveau clinique, les caractéristiques de la peau
intrinseéquement agée sont peu visibles avant la vieillesse (> 60 ans) ou, bien qu’impeccable et
lisse, la surface de la peau est marquée par des ridules et des lignes d’expression exagérées
(Montagna, Kirchner et al. 1989). Au niveau histologique, la peau intrinséquement agée
présente une atrophie dermique et épidermique (perte des crétes épidermiques) avec une
diminution du nombre de mastocytes et de fibroblastes réduisant la synthése de collagéne et
favorisant la production de MMP (Figure 21) (Varani, Warner et al. 2000). La jonction
dermo-épidermique est modifi¢e structurellement et le transfert d’éléments nutritifs est réduit
entre le derme et les couches de 1’épiderme. Au niveau fonctionnel, la peau intrinsequement
agée est seche, plus fragile et moins élastique qu’une peau jeune (Katzberg 1958). A I'inverse,
la peau extrinsequement agée est marquée par des rides profondes, une hyperpigmentation
sous la forme de taches et une perte marquée d’élasticité. L’influence environnementale
majeure a 1’origine du vieillissement extrinséque, et qui s’ajoute au vieillissement intrinseéque,
est I’exposition chronique aux UV (Fisher, Datta et al. 1996). L’exposition chronique aux
UV, qui est responsable d’environ 80% des effets du vieillissement de la peau, en particulier

le visage (zone la plus exposée), est appelée photo-vieillissement (Uitto 1997).
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Figure 21: Dégradation des fibres élastiques au cours du vieillissement cutané. La peau
intrinséquement agée présente une atrophie dermique et épidermique (perte des crétes épidermiques)
avec modification de la jonction dermo-épidermique. La peau extrinséquement agée présente de
nombreuses altérations au niveau de 1I’épiderme (atrophie) mais surtout du derme avec une hyperplasie
des fibres élastiques, une diminution de la quantit¢é de microfibrilles et une modification de leur

architecture (adaptée de Naylor, Watson et al. 2011).

L’exposition aigué de la peau au rayonnement UV déclenche des érythémes solaires,
I’altération de la pigmentation, une inflammation, une immunosuppression et des dommages
dans le tissu conjonctif dermique, provoquant le vieillissement prématuré de la peau et, dans
les cas les plus extrémes, le cancer de la peau. Contrairement a la peau intrinséquement agée,
le derme est plus endommagé dans la peau extrinsequement agée (Figure 21). L’épiderme est
caractéris¢é par une atrophie et une perturbation de la différenciation normale des
kératinocytes. De nombreuses caractéristiques histologiques du photo-vieillissement sont plus
visibles dans le derme. En effet, le derme présente des perturbations considérables dans le
réseau de fibres élastiques, notamment une hyperplasie des fibres élastiques dans le derme
réticulaire. L’¢€lastine est modifiée par 1’accumulation de N-(carboxy-méthyl) lysine, un
produit de glycosylation induit par atteinte oxydante des protéines matricielles. Le niveau
d’exposition au soleil détermine 1’ampleur de la réponse hyperplasique. Cette accumulation
de matériel ¢élastique amorphe est appelée élastose solaire (Bernstein, Chen et al. 1994). Par
ailleurs, I’examen du derme papillaire supérieur, adjacent a la jonction dermo-épidermique,
révele une diminution de la quantité de microfibrilles et une altération de leur architecture, en
particulier la fibrilline-1, qui est I’un des premiers constituants du réseau microfibrillaire a

étre endommagé par 1’exposition aux UV.
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Par conséquent, la fibrilline-1 est considérée comme un marqueur précoce du photo-
vieillissement (Watson, Craven et al. 2001). La perte de I’intégrité de la fibre €lastique, en
réponse a I’exposition aux UV, entraine une réduction marquée de 1’¢lasticité de la peau. Une
perte similaire se produit également au cours du vieillissement intrins€éque, mais généralement
associée a une perte progressive de 1’¢lasticité. Les modifications mécaniques qui ont lieu
reflétent des changements dégénératifs structurels, incluant la détérioration du manteau
microfibrillaire, entourant les fibres élastiques, et la dégradation protéolytique du noyau

d’¢élastine (Sherratt 2009).

VII.2. Les fibres ¢élastiques dans le processus de cicatrisation

La peau est un organe important du corps humain par sa fonction d’interface entre le corps et
I’environnement extérieur. Les lésions cutanées déclenchent un processus de cicatrisation
complexe, orchestrant les cellules, les protéines matricielles et les facteurs de signalisation
dans le but de rétablir la fonction barriére de la peau. Le processus de cicatrisation est
optimisé pour assurer une cicatrisation rapide et efficace. L’¢lastine confére a la peau de
nombreuses propriétés mécaniques et biologiques. Dans la cicatrisation des plaies, 1’¢lastine
manque séverement, seulement un réseau de fibres €lastiques désorganisées est présent apres
la formation de la cicatrice, contribuant & diminuer les propriétés physiques du tissu comparé

a une peau saine (Almine, Wise et al. 2012).

VIL.2.1. Les étapes de cicatrisation

Le processus de cicatrisation comporte trois phases distinctes qui se chevauchent
partiellement : une phase inflammatoire, une phase de réparation et une phase de remodelage

(Figure 22).

L’inflammation consiste en la formation d’un caillot de sang aprés la 1ésion cutanée, puis a

la migration des cellules qui participent a la réaction inflammatoire.

La stimulation de la cascade de coagulation et I’activation des plaquettes permettent la
formation d’un caillot de fibrine, obtenu par clivage du fibrinogéne par la thrombine
(Metcalfe and Ferguson 2007). Le caillot de fibrine contient des fibres de fibrine insolubles

ainsi que des plaquettes, qui arrétent I’hémorragie des vaisseaux sanguins endommageés.
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De plus, le caillot de fibrine est riche en fibronectine et vitronectine, ce qui facilite
I’infiltration des cellules inflammatoires au site de la plaie (Krafts 2010). Les monocytes sont
les premicres cellules inflammatoires localisées dans le site de la plaie ; elles participent au
recrutement des neutrophiles (Egozi, Ferreira et al. 2003). Cet afflux de neutrophiles protége
la plaie des agents infectieux et permet 1’élimination des débris cellulaires et de la MEC.
La population de neutrophiles atteint son niveau maximal dans les premicres 48h suivant la
blessure, et est remplacée par des macrophages, différenciés a partir des monocytes.
Dans la phase d’inflammation, les macrophages continuent I’élimination des débris cellulaires
et particules étrangeres. Ils jouent également un rdle pivot dans la transition entre
I’inflammation et la réparation. Les macrophages sécretent des facteurs de croissance qui
dictent le recrutement des cellules essentielles a la réparation, a savoir les fibroblastes, les

kératinocytes et les cellules endothéliales (Krafts 2010).

La réparation consiste a remplacer les composants dermiques et a réparer 1’épiderme.

Les fibroblastes migrent vers la plaie ou ils proliférent et déposent une matrice provisoire sous
la forme d’un tissu de granulation (Grinnell 1982). Le tissu de granulation est une structure
amorphe, composée de vaisseaux sanguins, de MEC et de fibroblastes. Ce tissu remplace le
caillot de fibrine permettant I’infiltration des cellules. Le role principal des fibroblastes est de
déposer des composants de la MEC, tels que les collagénes de type I et III, qui forment le
noyau central de la cicatrice mature (Lovvorn, Cheung ef al. 1999). A ce stade, sous 1’action
du TGF-B1, de nombreux fibroblastes se différencient en myofibroblastes conférant au tissu
de granulation des propriétés contractiles facilitant la fermeture de la plaie. Simultanément, la
ré-épithélialisation commence. Les kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme,
environnant la zone lésée, migrent, proliférent et se différencient pour former un néo-
épiderme (Gurtner, Werner et al. 2008). En méme temps, les kératinocytes sécretent et
déposent les composants nécessaires a la reconstruction de la lame basale. Un épithélium
stratifié et kératinisé est formé et la fonction de barriére cutanée est rétablie. Par ailleurs, cette
ré-épithélialisation est renforcée par la sécrétion de facteurs de croissance par les cellules du

derme, en particulier les fibroblastes (Smola, Thiekotter et al. 1993).

Le remodelage de la cicatrice mature constitue la derni¢re phase de cicatrisation. La cicatrice

acellulaire et fibreuse se compose principalement de composants de la MEC, et est dépourvue

de la plupart des cellules du derme (Broughton, Janis et al. 2006).
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La syntheése de collagénes par les fibroblastes augmente considérablement pour combler la
MEC du derme suite a la destruction du tissu (Lovvorn, Cheung ef al. 1999). Le remodelage
de la cicatrice par les protéases, telles que les MMP, se poursuit plusieurs mois apres la
blessure. La cicatrice, formée essentiellement de collagéne, récupere la rigidité de la peau,
mais présente une résistance a la traction plus faible, qui est due aux variations dans la
composition et 1’organisation matricielle par rapport a une peau saine (Levenson, Geever et
al. 1965). De plus, les annexes cutanées présentes dans une peau normale, dont les follicules
pileux, les glandes sébacées et sudoripares, ne sont pas régénérées, diminuant les fonctions

périphériques de la peau.

A) Inflammation

B) Réparation

C) Remodelage

Figure 22: Les étapes de cicatrisation de la peau d’un adulte. A) L’étape d’inflammation
dans laquelle un caillot de fibrine est formé et les cellules inflammatoires migrent vers la zone 1ésée.
B) La réparation consiste en la ré-€pithélialisation et I’angiogenése d’une matrice provisoire. C) Le
remodelage est ’étape finale de la cicatrisation. Les facteurs de remodelage matriciels remanient le

tissu cicatriciel (adaptée de Almine, Wise ef al. 2012).
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VI1.2.2. L’élastine dans la cicatrisation

Au cours du processus de cicatrisation, 1’¢lastine est faiblement exprimée ne permettant pas la
formation d’un réseau de fibres ¢lastiques fonctionnelles dans la cicatrice mature.
Par conséquent, cette dernicre voit ses propriétés physiques diminuées en comparaison avec
une peau saine. La production d’élastine est absente a 1’age adulte, mais sa synthese est
induite suite a une blessure ou dans une pathologie. De plus, son expression est influencée par
une gamme de facteurs solubles, en particulier, I'IGF-1, le TNF-a, I’interleukine-1f et le
TGF-B(Vrhovski and Weiss 1998). Malgré la hausse de 1’expression de 1’¢lastine au début de
la blessure, le dépot de 1’¢lastine dans le derme est aberrant. L’¢lastine n’est détectée que
plusieurs mois apres les premicres phases de cicatrisation (Raghunath, Bachi ef al. 1996). La
formation d’un réseau de fibres élastiques altérées contribue a une diminution de I’¢lasticité et

de la résilience de la cicatrice mature.

L’¢élastine est reconnue comme étant un modulateur de la physiologie cellulaire, de par sa
capacité a atténuer la contraction de la plaie et a améliorer la régénération dermique (Rnjak,
Wise et al. 2011). En effet, les forces contractiles cellulaires sont connues pour étre
influencées par 1’¢lasticité du substrat sous-jacent, qui interfére avec la perception et la
transmission du stress myofibroblastique permettant de réduire la contraction de la plaie (Hinz
2007). La différenciation myofibroblastique est diminuée sur des supports plus élastiques. De
plus, la dédifférenciation peut étre induite in vitro en augmentant 1’¢lasticité d’un support de
culture cellulaire (Kloxin, Benton et al. 2010). Il est généralement admis que les
myofibroblastes disparaissent du lit de la plaie par apoptose; il reste a voir si la
dédifférenciation des cellules peut se produire in vivo. Il a également ét¢ démontré que
I’¢lastine peut empécher la différenciation des fibroblastes proliférants en myofibroblastes
contractiles, ce qui réduit la contraction de la plaie et module la formation du tissu cicatriciel
(de Vries, Middelkoop et al. 1994). Par conséquent, 1’¢élastine exerce de multiples fonctions
au cours de la cicatrisation, en vertu de ses propriétés mécaniques et de signalisation.
La restauration d’un réseau de fibres élastiques intactes et fonctionnelles est donc essentielle

pour retrouver la fonction compléte de la peau apres une blessure.
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A ce jour, aucun traitement n’existe pour les pathologies génétiques dues a un déficit en
¢lastine (SVAS, SWB, CLAD). Seules des interventions chirurgicales, parfois dés I’enfance,
permettent de limiter le développement des symptomes les plus déléteres. De plus, la présence
des fibres élastiques dans un grand nombre de tissus et son renouvellement quasi-nul suite a
une blessure, en font un enjeu majeur pour 1’ingénierie tissulaire et la pharmacologie, ou le
défi sera d’induire, renforcer ou réparer les fibres ¢€lastiques endommagées. Une avancée
majeure dans le cadre des développements biotechnologiques autour des fibres élastiques est

sans doute I’apparition récente dans la littérature des peptides élastiques, inspirés de la TE.
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VIII. Les peptides ¢lastiques

La stabilité structurale, la résilience ¢lastique et la bioactivité de la TE, combinées a sa
capacit¢ d’auto-assemblage, en font un candidat prometteur pour la fabrication de
biomatériaux. De plus, sa présence dans un grand nombre de tissus accompagnée d’un
remplacement inefficace lors de la cicatrisation, impliquent la nécessit¢ de développer des

biomatériaux a base d’élastine.

De tels biomatériaux peuvent non seulement mimer les propriétés physiques de la MEC, mais
possedent également des fonctions biologiques permettant 1’incorporation cellulaire et
I’induction de voies de signalisation entrainant un remodelage matriciel dans les applications
d’ingénierie (Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. 2015). Par ailleurs, la capacité a condenser
les propriétés structurales, biologiques et d’auto-assemblage de la TE au sein de courts
peptides, synthétisés chimiquement, a permis le développement de biomatériaux a base de

peptides élastiques (ELP pour Elastin-like peptides).

VIII.1. Avantages des peptides élastiques sur la tropoélastine humaine

Bien que la TE résolve un grand nombre de problémes associés a I’¢lastine d’origine naturelle
(hétérogénéité des fragments extraits, immunogénicité), elle est relativement colteuse et
difficile a produire en masse pour des applications biomédicales. De plus, la taille,
la complexité structurale et la flexibilité inhérente de la TE ne permet pas de déterminer avec
précision les processus physico-chimiques conduisant au développement de matériaux a base
de TE (Yeo, Keeley et al. 2011). A I’inverse, cinq caractéristiques, détaillées par la suite, font
des ELP des candidats prometteurs pour des applications biomédicales, en particulier dans les

systetmes d’administration de médicaments et dans les technologies d’ingénierie tissulaire

(Figure 23) (Ciofani, Genchi ef al. 2014) :

1) Les ELP sont exprimés a partir d’'un gene synthétique, fournissant un contrdle strict

sur la séquence d'acides aminés et la masse moléculaire.

2) Les ELP sont facilement synthétisés dans un hote hétérologue, le plus souvent a partir
d'un vecteur recombinant procaryote (Escherichia Coli, E. coli) donnant des rendements

¢élevés, trés attrayants dans le cadre d'applications en ingénierie tissulaire.
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3) Les ELP sont facilement purifiés par la méthode d’ITC, plus simple et moins couteuse

que la chromatographie sur colonne, pour une purification a grande échelle.

4) Les ELP sont d’excellents polymeres biomimétiques et intelligents dans la mesure ou
ils sont capables de moduler voire améliorer les propriétés physico-chimiques, structurales et

fonctionnelles de la protéine native.
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vecteurs d’expression ELP fonctionnalisés et
contenant le codage des ELP génétiquement modifiés

Assemblage sur mesure W
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Nanoparticules ‘J B,
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Administration de Ingénierie tissulaire
médicaments

Figure 23 : Applications des ELP. Les techniques de génie génétique permettent de contrdler la
séquence des ELP et, par conséquent, leurs propriétés physico-chimiques et biologiques dans le but de
produire une gamme de biomatériaux a base d’ELP : coacervats, nanoparticules, micelles, sphéres
creuses et hydrogels. Ces biomatériaux ont diverses applications dans les systémes d’administration de
médicaments et dans les technologies d’ingénierie tissulaire (adaptée de Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh

et al.2015).
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VIIIL.1.1. Structure chimique

Les ELP sont des biopolyméres artificiels généralement constitués du motif répété
hydrophobe VPGXG, naturellement présent dans les domaines hydrophobes de la
tropoélastine, ou X représente tout acide aminé d'origine naturelle a l'exception de la proline
(Trabbic-Carlson, Meyer et al. 2004). Cette séquence est dérivée du motif hydrophobe
VPGVQG, trouvé dans I'¢lastine de mammifere. Urry et al. ont mis en évidence la présence de
motifs répétés dans les domaines hydrophobes de la protéine native. Ils ont démontré que la
tropoélastine est caractérisée par des propriétés thermosensibles particulaires en raison de ces
motifs répétés (Rapaka and Urry 1978). Aprées analyse de la séquence de I'élastine bovine, ils
ont identifi¢ un domaine hydrophobe trés régulier, codé par I'exon 18, contenant des blocs
répétés de type VPGVG. IIs ont ainsi pu démontrer que les peptides synthétiques, portant de
longues répétitions de ce motif, étaient doués de propriétés thermosensibles. D’autres motifs,
dérivés des séquences hydrophobes de la tropoélastine, sont utilisés dans la conception des
ELP: le nonapeptide LGAGGAGVL(Spezzacatena, Perri et al. 2002), I’hexapeptide
LGAGGAG (Spezzacatena, Perri et al. 2002) et les pentapeptides KGGVG (Martino and
Tamburro 2001), GVGVP (Swierczewska, Hajicharalambous et al. 2008) et VGGVG
(Flamia, Zhdan et al. 2004). Un autre ELP, bien caractérisé, est constitué du motif répété
VPVXG, dérivé de la tropoélastine bovine. Plus récemment, dans le but d'améliorer les
propriétés du polypeptide, des peptides élastiques dérivés de la TE ont été synthétisés a partir
du motif VAPGVG, le plus récurrent dans la protéine native (Ciofani, Genchi et al. 2013).
Avec le développement, au cours de ces dernieres années, des technologies de I’ADN
recombinant (détaillées dans la partie suivante), J.C Rodriguez-Cabello a utilisé le terme
d’Elastin-like recombinamer (ELR), plus spécifique et approprié pour désigner les peptides
¢lastiques issus des systemes d’expression hétérologues. Le terme « recombinamer » souligne
la nature oligomérique et recombinante de ces macromolécules. Les ELR sont composés de la
répétition du pentapeptide VPGXP, ou X représente tout acide aminé naturel a 1'exception de

la proline (Rodriguez-Cabello, Martin et al. 2009).
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VIIIL.1.2. Systeme d’expression hétérologue

La synthese des ELP dans un hote hétérologue, le plus souvent dans des cellules bactériennes
ou eucaryotes, permet un controle précis de la séquence, la masse moléculaire et de la
stéréochimie des peptides (Meyer and Chilkoti 2002) qui déterminent les propriétés physico-
chimiques des constructions résultantes. Ces variables sont difficilement contrdlables dans les

procédés de polymérisation chimiques.

La plupart des applications des ELP exigent de grandes quantités de polypeptides a haut degré
de pureté et a un colit économique concurrentiel, qui peuvent étre rendus possibles par des
systemes d’expression recombinants tels qu’E. coli (Rosano and Ceccarelli 2014). Le systéme
d’expression E. coli offre des rendements relativement élevés pouvant atteindre 400 mg/L de
culture pour des ELP libres ou des constructions chimériques (Chow, Dreher et al. 2006).
Néanmoins, 1’obtention de tels rendements nécessite 1’optimisation de nombreux facteurs,
dont I’addition de proline et d’alanine exogenes, acides aminés abondants dans les ELP.
De plus, les endotoxines, macromolécules de nature polysaccaridique situées dans la
membrane externe des bactéries et susceptibles de déclencher des réactions inflammatoires,
sont difficilement éliminées du produit ELP final.

C’est pourquoi un systeme d’expression alternatif fondé sur la souche de levure Pichia
pastoris a été exploré (Sallach, Conticello et al. 2009). Les ELP sont sécrétés par des cellules
de levure et sont purifiés directement a partir du milieu de culture. Les systemes d’expression
a base de levure s’adaptent également aux processus de fermentation a 1’échelle industrielle.
Cependant, les rendements obtenus a partir de ces systemes (255 mg/L de culture) sont
souvent inférieurs a ceux des systemes bactériens.

Les systémes a base de plantes sont de plus en plus reconnus comme étant un moyen efficace
et peu coliteux de production d’ELP (Conley, Joensuu et al. 2009). Néanmoins, ce systéme
d’expression n’a pas encore été optimisé¢ pour un rendement maximal et une purification

efficace.

VIII.1.3. Purification par ITC

La chromatographie sur colonne est une méthode standard pour la purification d’ELP,
cependant des alternatives moins colteuses ont ¢été explorées. La méthode « Inverse
Transition Cycling » (ITC) exploite la température de transition inverse et réversible,
spécifique aux ELP (Figure 24) (Hassouneh, Christensen et al. 2010) (Meyer and Chilkoti
1999).
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Figure 24: Purification des ELP par la technique d’ITC (Inverse Transition Cycling)
grace a leur capacité intrinseéque de coacervation. A) L’ITC implique plusieurs cycles d’étapes
successives, qui incluent le chauffage, la centrifugation, le refroidissement et la solubilisation.
L’augmentation de la température de la solution d’ELP non purifiée (T > Tt) entraine 1’agrégation des
ELP, qui forment des coacervats. L’étape de centrifugation permet ensuite de séparer le culot, formé
d’ELP coacervés, du surnageant, qui contient des contaminants solubles et autres composés. La
solubilisation du culot dans un environnement plus froid (T < Tt) suivie de la répétition de plusieurs
cycles de chauffage et centrifugation, générent la purification optimale des ELP (Hassouneh,
Christensen et al. 2010). B) Coacervation in vitro des ELP. Les ELP subissent une transition de phase
inverse de température réversible. Une augmentation de la température, au-dessus de la température de
transition (T > Tt), induit I’auto-assemblage hydrophobe des molécules ELP pour former un coacervat

hautement visqueux, qui se solubilise en-dessous de la Tt (T < Tt) (MacEwan and Chilkoti 2014).
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Cette technique implique généralement plusieurs cycles d’étapes successives qui incluent le
chauffage, la centrifugation, le refroidissement et la solubilisation. L’augmentation de la
température de la solution d’ELP non purifi¢e entraine 1’agrégation des ELP, qui forment des
coacervats. L’étape de centrifugation permet ensuite de séparer le culot formé d’ELP
coacervés, du surnageant qui contient des contaminants solubles et d’autres composés. La
solubilisation du culot dans un environnement plus froid suivie de la répétition de plusieurs
cycles de chauffage et centrifugation, générent la purification optimale des ELP. Cette
propriété de coacervation, propre a chaque ELP, est conservée méme aprés le greffage d’un
ELP 4 un autre polypeptide ou composant protéique, permettant la purification d’une gamme

diversifiée de protéines de fusion.

VIII.1.4. Les peptides €lastiques, des polymeéres biomimétiques intelligents

Les peptides ¢élastiques (ELP pour Elastin-like peptide) sont d’excellents exemples de
polymeéres biomimétiques récemment proposés dans la recherche biomédicale dans le but de
comprendre et d’exploiter les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la tropoélastine
humaine. L’ajustement précis de la structure primaire des ELP peut moduler voire améliorer
les propriétés physico-chimiques, structurales et fonctionnelles de la protéine native. De plus,
la capacité des ELP a ajuster leurs caractéristiques physico-chimiques en réponse a des stimuli
externes (température, pH), les définis comme des polymeéres intelligents (Meyer and Chilkoti

2002).

VIIL.1.4.1. Propriétés d’auto-assemblage et réactivité aux stimuli externes

Les ELP sont sensibles a la chaleur et subissent une transition de phase inverse de température
réversible (Figure 24) (Reguera, Urry ef al. 2007). Une augmentation de la température au-
dessus de la température de transition (Tt) induit ’auto-assemblage hydrophobe des
molécules ELP pour former un coacervat hautement visqueux. En-dessous de la Tt,
les chaines du polymére sont hydratées par des clathrates d’eau qui solubilisent I’ELP.
En revanche, au-dessus de la Tt, les clathrates d’eau se désorganisent et se rompent de facon

similaire a la TE.

97



Introduction VIII. Les peptides €lastiques

Comme pour la TE, la température de transition des ELP est affectée par la séquence, la
masse et la concentration du polypeptide ainsi que par la force ionique et le pH de la solution,
permettant de moduler et contrdler le processus d’assemblage (Meyer and Chilkoti 2004).
Les acides aminés apolaires augmentent 1’hydrophobicité globale du polypeptide et par
conséquent, diminuent, la Tt. A D’inverse, les acides aminés polaires augmentent la Tt.
La corrélation entre la Tt et la polarit¢é des ELP a été démontrée par la différence de
comportement de la transition de phase de I’ELP [Vs], en remplagant la valine par divers
résidus. L’augmentation de I’hydrophobicité de ’ELP [Vg],, en remplagant Val par Ile, Leu,
Phe, Tyr, Trp diminue la Tt. En revanche, la diminution de I’hydrophobicit¢ de I’ELP en
substituant Val par Gln, Asn, Ser, Thr, Gly ou Ala augmente la Tt (Urry, Gowda et al. 1992).
La proline n’est pas utilisée comme résidu de substitution car elle perturbe la conformation de

la molécule, ce qui entrave les processus de coacervation et de repliement.

La présence de résidus de lysine dans la séquence des ELP leur confére une caractéristique
amphiphile, leur permettant de former des structures en forme de micelles stables (Dreher,
Simnick et al. 2008).

Des ¢études ont révélé que I’augmentation de la masse moléculaire des ELP, sans modifier leur
hydropathie globale, réduit considérablement la Tt. De plus, les résidus d’acides aminés
constitués de groupements sensibles a I’ionisation, sont capables de réguler la Tt en variant le

pH de la solution (Miao, Bellingham et al. 2003).

VIII.1.4.2. Propriétés biophysiques

Les propriétés biophysiques des ELP, qui leur conférent un comportement unique, sont
semblables aux propriétés de nombreuses protéines intrinsequement désordonnées (IDP pour
Intrinsically Disordered Proteins). Urry et collaborateurs sont les premiers a avoir démontré
que les peptides ¢élastiques n’adoptaient pas une conformation aléatoire mais plutdt en coudes-
B, composés d’unités de répétition PG, conférant une conformation en spirales-f étendue et
ordonnée (Urry, Hugel et al. 2002). Les travaux de Tamburro et collaborateurs suggérent
¢galement la présence de coudes-f3 de type II (Debelle and Tamburro 1999). Néanmoins, ce
modele prédit des coudes-f3 dynamiques et non-récurrents, qui s’interconvertissent en un état
désordonné ou un état constitu¢ de liaisons hydrogénes. Les premiers travaux dans ce
domaine ont été en proie a de nombreux problémes auxquels sont aujourd’hui confrontés les

IDP.
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L’incapacité a utiliser la cristallographie aux rayons X pour générer des structures de
protéines a haute résolution, a conduit au développement de méthodes plus indirectes pour
¢valuer les ELP. Les spectres de dichroisme circulaire des ELP, proposés par Martino et
collaborateurs, révelent la présence de coudes-f et de structure de type polyproline II (PPII)
(Martino, Bavoso et al. 1998). Pour mettre fin a la confusion qui régne concernant la « vraie »
structure des ELP, des chercheurs ont effectué¢ des simulations de dynamiques moléculaires,
qui fournissent une résolution atomistique de la conformation des ELP et constituent un outil
fonctionnel pour I’analyse du désordre. Les résultats de simulations de Darwin, Rauscher et
leurs collaborateurs suggerent que les ELP sont principalement des polymeéres hélicoidaux
aléatoires dans lesquels chaque répétition est capable d’adopter, indépendamment et de fagon
transitoire, une conformation en coude-p et en hélice de type PPIL. La capacité des ELP a
adopter des conformations ordonnées de fagon transitoire est une caractéristique importante

partagée par beaucoup d’IDP (Li, Alonso ef al. 2001) (Rauscher, Neale ef al. 2009).

Cette conformation structurée des ELP est possible jusqu’a ce qu’une force motrice
thermodynamique induise un changement, comme la température par exemple. A I’inverse,
pour la plupart des IDP, la force motrice thermodynamique qui déclenche leur changement

conformationnel est ’interaction avec un autre partenaire (van der Lee, Buljan et al. 2014).

Les ELP doivent leur nature désordonnée intrinseéque aux résidus de proline et de glycine,
mais pour des raisons opposées. En effet, la glycine favorise la mobilité de la chaine ELP, lui
permettant d’adopter diverses conformations. En revanche, la proline favorise la rigidité sur
toutes les échelles de longueur de ’ELP, empéchant la formation de structures secondaires
stables. Une fois combinés, ces deux résidus travaillent ensemble pour garder les ELP a des

degrés de désordre différents, a la fois dans un état solvaté et dans un état agrégé.

VIII.1.4.3. Biocompatibilité

La biocompatibilit¢ des ELP peut étre améliorée par I’incorporation de séquences bioactives
qui favorisent I’adhérence et la prolifération cellulaire (Garcia-Arevalo, Pierna et al. 2012).
Par exemple, les ELP congus avec la séquence de reconnaissance de 1’intégrine « Arg-Gly-

Asp » (RGD) sont capables de limiter I’adsorption non spécifique des protéines.
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En conséquence, les surfaces de polymeéres fonctionnalisées avec ces ELP bioactifs révélent
une augmentation de la fixation, de 1I’étalement, de I’adhérence et de la prolifération cellulaire
comparées aux surfaces fonctionnalisées avec des ELP quelconques (Punet, Mauchauffé¢ et al.
2013). Cette capacité encourage 1’utilisation des ELP dans la fonctionnalisation des surfaces
2D pour favoriser les réponses cellulaires. Des ELR ont également été concus avec deux
séquences bioactives, RGD et REDV (Arg-Glu-Asp-Val), la derni¢re favorisant la
reconnaissance des cellules endothéliales. Ces ELR ont permis la création d’hydrogels
bioactifs utilisés dans le cadre de 1’ingénierie vasculaire pour recouvrir des stents (Figure 25).
La présence de ces séquences bioactives au sein de I’ELR a permis une endothélialisation
compléte des stents en moins de deux semaines in vitro au lieu de quatre a six semaines pour
des stents nus (de Torre, Wolf et al. 2015).

Ces différentes études renforcent ainsi notre capacité a prédire le comportement des ELP dans
des microenvironnements physiologiques variés, ce qui est essentiel pour concevoir des
molécules synthétiques et bioactives a visée thérapeutique ou dans le cadre de biomatériaux

pour I’ingénierie tissulaire.

Figure 25: Stent recouvert d’un hydrogel ELR bioactif pour I’ingénierie vasculaire. Les
ELR contenus dans I’hydrogel ont été¢ fonctionnalisés avec les séquences bioactives RGD et REVD
connues respectivement pour étre des séquences de reconnaissance des intégrines asPi, o,B1/B3/Ps/Be/Ps

et agP; et des cellules endothéliales (de Torre, Wolf et al. 2015).
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VIIL.2. Les hydrogels ELP

Les propriétés des ELP sont trés prometteuses pour la fabrication de divers matériaux tels que
les hydrogels, les films et les fibres. Les hydrogels ELP, en particulier, ont beaucoup attiré
I’attention au cours de ces dix derniéres années en raison de leurs applications dans

'administration de médicaments et en ingénierie tissulaire (van Eldijk, McGann et al. 2012).

VIIL.2.1. Synthese

Les hydrogels ELP peuvent étre synthétisés par polymérisation de monomeres en 1’absence de
liaisons covalentes. Cette méthode est illustrée par 1’agrégation hydrophobe de copolymeéres
ELP tri-blocs, composés d’une région centrale hydrophile entourée, aux deux extrémités, de
résidus hydrophobes (Wu, Sallach et al. 2005). Les domaines hydrophobes s’agrégent a une
température supérieure de la température de transition (Tt) de I’ELP, créant un hydrogel

pouvant étre stabilisé par des réticulations physiques.

Un autre procédé de polymérisation implique la sonication de monomeres d’ELP pour
produire un hydrogel par enchevétrement physique des chaines carbonées. Cette technique
permet 1’encapsulation et la préservation de molécules bioactives au sein de la structure de
I’hydrogel (Amruthwar and Janorkar 2012). En effet, des hydrogels ELP, emprisonnant des
médicaments, ont été formés par sonication d’une solution (VGVPG)y en-dessous de la Tt,
suivie de I’addition de molécules médicamenteuses et la gélification au-dessus de la Tt.

La réticulation physique présente 1’avantage d’étre non toxique par rapport a la réticulation
chimique. En revanche, ces hydrogels ont des propriétés mécaniques difficilement modulables

et ne sont pas assez rigides pour étre utilisés en ingénierie tissulaire.

Ainsi, la rigidit¢ et la cohésion des hydrogels ELP peuvent étre augmentées par des
réticulations chimiques générant des liaisons covalentes entre les fragments ELP.
Les hydrogels peuvent étre réticulés par irradiation-y, les transglutaminases, la lumicre UV et
des agents réticulants chimiques tels que BS3 (disuccinimidyl suberate), THPP (f-
[tris(hydroxymethyl)phosphino]-propionic acid) ou encore la génipine (Hrabchak, Rouleau et
al. 2010; Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. 2015) .
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VIIL.2.2. Propriétés

Comme les monomeres ELP, I’hydrogel ELP est sensible a la chaleur. En effet, il présente
une Tt qui peut varier en fonction de la composition en acides aminés des ELP qui le
composent, mais €¢galement en fonction du pH et de la concentration en sel. La corrélation
entre la température de fabrication de I’hydrogel ELP et la Tt influe considérablement sur les
propriétés structurales du matériau. Les hydrogels réticulés dévoilent une opalescence
significative, qui représente une séparation de phase des fragments hydrophobes et
hydrophiles du matériau. Pour étudier ces réarrangements structuraux qui accompagnent cette
transition de phase, les hydrogels ELP ont ét¢ analysés par microscopie ¢lectronique (Du,
Zhou et al. 2013). En-dessous de la Tt, les gels montrent un réseau constitu¢ de chaines
pontées de maniere aléatoire, alors qu’au-dessus de la Tt, des filaments perlés sont observés.
Ces filaments s’agreégent en faisceaux ressemblant étroitement a la fibre élastique native.
Les hydrogels ELP présentent une rigidité dépendante de la Tt, variant de 0,24-3,7 kPa a 7°C
a 1,6-15 kPa a 37°C, et de la séquence primaire des ELP (Urry, Luan et al. 1997). Aux basses
températures, les gels sont presque parfaitement élastiques, tandis qu’aux températures plus

¢levées (T > Tt), les gels perdent de 1’eau, ce qui augmente leur viscosité (Figure 26).

ELP

T>Tt l

Figure 26: Schéma de principe de la perte d’eau provenant de la contraction de
I’hydrogel ELP, suite a I’augmentation de la température. En-dessous de la température de
transition (Tt), les monomeéres ELP sont étendus et entourés de molécules d’eau. Au-dessus de la Tt

(T > Tt), ’hydrogel se contracte, entrainant les molécules d’eau a I’extérieur de la structure (adaptée

de Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh ef al. 2015).
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VIIL.3. Applications des ELP
VIIL.3.1. Administration de médicaments

VIIL.3.1. 1. Administration locale de médicaments

Les médicaments, composés de petites molécules, injectés dans le corps humain se dispersent
rapidement et sont vite ¢liminés par les reins, fournissant une valeur thérapeutique minimal
(Ruiz-Garcia, Bermejo et al. 2008). Par conséquent, de nombreux médicaments qui ont
dévoilé de grandes promesses in vitro, ont perdu de leur efficacité in vivo. Pour augmenter la
concentration du médicament dans le tissu cible, de nouvelles stratégies d’administration de
médicaments ont été développées dans le but d’augmenter le temps de circulation du
médicament, diminuer sa dégradation et cibler des récepteurs cellulaires spécifiques ou des
sites intracellulaires (Torchilin and Lukyanov 2003). Ces nouveaux systemes d’administration
de médicaments doivent maintenir une forte concentration de médicaments avec une

libération contrdlée, et résister a la filtration et a la dégradation réticulo-endothéliale.

Les coacervats d’ELP répondent a ces critéres. En effet, ces structures présentent une faible
viscosit¢ au moment de ’administration et peuvent polymériser quelques minutes apres
I’injection, formant dans certains cas un hydrogel (Xu, Asai et al. 2012). De plus, les
coacervats ne sont pas cytotoxiques, de méme que leurs produits de dégradation (Shah, Hsueh
et al. 2012). Ils sont biocompatibles, biodégradables, non immunogéniques et sont en mesure
de conserver les propriétés mécaniques de la protéine native. De maniere importante, la
température de transition inverse (Tt) des ELP permet I’encapsulation de médicaments au sein
du coacervat. Les coacervats d’ELP sont capables de maintenir leur intégrité structurale
lorsqu’ils sont injectés dans les parties du corps avec un faible écoulement de fluide, comme
les espaces intra-articulaires et les articulations synoviales (Betre, Ong et al. 2006). Etant
donné la dissipation lente des coacervats d’ELP, les médicaments piégés au sein de ces
structures sont libérés sur une longue période, entrainant une accumulation accrue de
médicaments dans les tissus cibles. La dégradation enzymatique de ces structures, pour la
libération de médicaments, a lieu préférentiellement dans les régions ayant une activité accrue
d’¢lastase, souvent corrélée avec des conditions pathologiques telles que 1I’emphyséme
pulmonaire, I’athérosclérose, I’inflammation ou dans le cas des plaies chroniques (Bieth

2001). Par exemple, il a été démontré qu’un hydrogel ELP stable améliore la libération de
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médicaments lorsqu’il est exposé a une activité élastolytique. Par ailleurs, il a ét¢ démontré

que la réticulation des ELP améliore la stabilité du coacervat (Adams, Shamji et al. 2009).

VIIL.3.1. 1. Administration systémiques de médicaments

Les micro/nanoparticules d’ELP ont ¢été développées dans les circonstances ou
I’administration locale de médicaments n’est pas possible par injection ou implantation
(Bessa, Machado et al. 2010). Ces particules se composent soit de polymeres d’ELP simples
ou de copolymeres di-blocs et tri-blocs, et peuvent se refermer ou étre conjuguées a des
molécules médicamenteuses. Il a ét¢ démontré que les ELP, de structure (VPAVG);y0, sont
capables de s’auto-assembler en particules plus ou moins sphériques d’environ 250 nm de
diamétre (Bessa, Machado et al. 2010). Ces particules peuvent encapsuler les facteurs de
croissance BMP (Bone morphogenic proteins), préalablement mélangés avec la solution
d’ELP. Les tests in vitro ont montré une libération contrdlée des BMP sur plusieurs jours,
assurant ainsi le maintien de 1’activité ostéoinductive. Ces nanostructures sont é¢galement
fabriquées par la technique d’¢électrospraying, ou les ELP sont préalablement mélangés avec
un agent chimio-thérapeutique hydrophobe, la doxorubicine, dans une solution aqueuse, puis
pulvérisés, sous D’action d’un champ électrique, afin de produire des nanoparticules

sphériques encapsulant le médicament (Figure 27) (Wu, MacKay et al. 2009).

Solution
Solution ELP doxorubicine
Mélange
Electrospraying Collecteur
Jet [
H

Courant électrique
Figure 27: Représentation schématique de la technique d’élactrospray pour la
préparation de nanoparticules d’ELP sphériques encapsulant de la doxorubicine.
Les ELP sont préalablement mélangés avec un agent chimio-thérapeutique hydrophobe, la
doxorubicine, dans une solution aqueuse, puis pulvérisés, sous ’action d’un champ électrique, afin de
produire des nanoparticules sphériques encapsulant le médicament (adaptée de Wu, MacKay et al.
2009).
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Pour augmenter la stabilité de ces systémes d’administration, des micelles, constituées de
copolymeres ELP di-blocs et tri-blocs, ont été développées (Figure 28) (Kim, Thevenot ef al.
2010). Ces copolymeres présentent une partie hydrophobe et une autre, hydrophile. La taille
de ces micelles varie en fonction de la température de transition (Tt) des ELP, et peut
atteindre entre 90 et 120 nm de diamétre. En effet, en-dessous de la Tt, les ELP sont solubles
alors qu’au-dessus de la Tt, les ELP coacervent et s’organisent en micelles avec un noyau
hydrophobe et une couronne hydrophile, exposée au solvant. Ces micelles sont plus stables
que de simples coacervats grice a la formation de ponts disulfures entre les résidus de
cystéines libres. De plus, les micelles sont capables de transporter des médicaments

hydrophobes a travers le systéme circulatoire.

A [A-P-[8B]
A = VPGEG[(VPGVG)(VPGEG)(VPGVG) (VPGEG)(VPGVG)];

N J m B = [(IPGVG),VPGYG(IPGVG),];,VPGYG
X = CCCCGGG

Figure 28: Formation de structures micellaires ELP. A) Schéma d’un ELP di-blocs
amphiphile constitué d’une région hydrophile (en bleu) et d’une région hydrophobe (en rouge) avec au
centre une région riche en résidus de cystéine (en jaune).B) Changement structural des ELP au cours
de I’auto-assemblage, caractérisé par un repliement des domaines hydrophobes en spirales-3 au-dessus
de la Tt. C) En-dessous de la Tt, les ELP dépliés sont solubles. Une fois la Tt atteinte, les ELP
s’agrégent et forment des micelles. Ces micelles sont stabilisées par des ponts disulfures formés entre
les résidus de cystéine (en jaune). Les micelles peuvent piéger des molécules médicamenteuses

hydrophobes au sein de leur cceur apolaire (Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. 2015).
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VIIIL.3.2. Ingénierie tissulaire

Des matrices 3D a base d’ELP, formées par coacervation, réticulation physique ou chimique
de solution d’ELP, ont été¢ développées pour la réparation et la régénération des tissus durs et

mous, soulignant le caractére plurifonctionnel des ELP.

Ingénierie tissulaire osseuse

Les ELP, qui se solidifient rapidement a la température du corps, ont été étudiés comme
candidats potentiels pour la réparation et la régénération osseuse. Des matrices 3D a base
d’ELP ont été congues en incorporant des motifs de signalisation qui activent la croissance
des cellules osseuses et guident le dépot d'hydroxyapatite, principal composant minéral de

I’0s, chez le rat (Tejeda-Montes, Klymov ef al. 2014).

Ingénierie tissulaire du cartilage

Des coacervats ELP, avec des chondrocytes piégés au sein de la structure, ont été utilisés
pour réparer le cartilage articulaire, qui n’a pas la capacité de se régénérer naturellement.
Apres injection intra-articulaire, ces structures peuvent induire la différenciation des cellules
souches mésenchymateuses en chondrocytes, méme en I’absence de facteurs de croissance

chondrocytaires (Betre, Ong et al. 2006).

Ingénierie tissulaire vasculaire

Les greffes de petits vaisseaux échouent fréquemment en raison de 1’apparition de sténoses et
thromboses, provoquées par la prolifération des myofibroblastes. L’échec de la greffe est
aussi attribué a un décalage mécanique avec le vaisseau natif et la croissance insuffisante des
cellules endothéliales. Pour résoudre ces probleémes, des matrices 3D a base d’ELP peuvent
étre ajustées pour correspondre au tissu natif, en les conjuguant avec des peptides de
signalisation cellulaire pour des applications vasculaires. Par exemple, un matériau constitué
de monomeres ELP, chacun conjugué avec une séquence de liaison cellulaire dérivée de la
fibronectine (GRGDSP), favorise 1’angiogenese et la formation d’une MEC avec une
distribution normale de collagéne et d’¢lastine. Mécaniquement, ces constructions ELP ont
des caractéristiques de résistance a la traction similaire a 1’¢lastine native (Di Zio and Tirrell

2003).
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Ingénierie tissulaire neural

Les tissus neuraux possedent une capacité de régénération limitée et sont donc rarement en
mesure de combler les défauts causés par les blessures ou les maladies du systéme nerveux.
Des constructions ELP ont été¢ développées pour leur capacité¢ a guider 1’extension des
neurites. Par exemple, des hydrogels ELP, contenant la séquence signal d’adhérence cellulaire
RGDS et, réticulés avec du THPC (chlorure de tétrakis(hydroxyméthyl)phosphonium ), ont
¢té fabriqués pour I’excroissance des dendrites et axones. Ces matériaux présentent un module
d’¢élasticité de 0,5-2,1 kPa, en accord avec la faible rigidité des tissus mous (Lampe, Antaris et
al. 2013). Des conduits tubulaires concentriques, recouverts a I’intérieur et a I’extérieur de
couches de gel ELP, ont révélés une biocompatibilité in vitro et une augmentation de plus de
I mm de la croissance des neurites des cellules ganglionnaires de la racine dorsale

transplantée.

Les ELP peuvent étre conjugués a d’autres peptides, protéines, polysaccharides ou polymeres
chimiques, dans le but de développer des architectures plus complexes ou d’augmenter les
propriétés mécaniques et fonctionnelles des matériaux existants, comme il en a été question
dans la derniére partie de ma thése ou des résultats préliminaires sur un hydrogel composite

seront présentés.
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But du travail

Les peptides ¢élastiques (ELP pour Elastin-like peptide) sont d’excellents exemples de
polymeéres biomimétiques récemment proposés dans la recherche biomédicale dans le but de
comprendre et d’exploiter les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la tropoélastine
humaine (TE). L’ajustement précis de la structure primaire des ELP peut moduler voire
améliorer les propriétés physico-chimiques, structurales et fonctionnelles de la protéine
native. De plus, la capacité¢ des ELP a ajuster leurs caractéristiques physico-chimiques en
réponse a des stimuli externes (température, pH), les définit comme des polymeres
intelligents. Ces polymeéres bioactifs offrent ainsi une large gamme d’applications trés
prometteuses encore trés peu explorées dans les technologies d’ingénierie tissulaire et les
systemes d’administration de médicaments. Les ELP connus a ce jour sont essentiellement
des peptides chimériques au sein desquels des séquences bioactives exogenes, spécifiques
d’autres protéines matricielles, ont été ajoutées afin d’améliorer leurs fonctions biologiques.
Ces peptides chimériques présentent des propriétés supplémentaires a celles de la TE, les
¢loignant ainsi de la fonction native de la protéine.

C’est la raison pour laquelle dans ce travail de thése, nous avons développé, caractéris¢ et
¢valué les potentiels thérapeutiques d’une protéine élastique biomimétique, nommée Elactiv’,
avec une structure moins complexe que les ELP décrits dans la littérature dans le but de
mimer le plus justement possible les propriétés de la TE et de répondre a un besoin de
standardisation des propriétés €lastiques dans des modeles d’ingénierie tissulaire. Pour cela,
nous nous sommes inspirés des propriétés uniques de la TE inhérentes a son comportement
mécanique €lastique intrins€éque, tout en essayant de soustraire les parametres indésiréables de
cette protéine et notamment son caracreére pro-inflammatoire dii a une multitude de peptides
bioactifs libérés suite a sa dégradation et I’hétérogénéité de ses isoformes qui sont tissus
spécifiques (Heim, Pierce et al. 1991).

Ce travail de theése s’inscrit dans le projet ANR DHERMIC (ANR-11-TECS-016)
« Dendrigraft Hybride Elastique pour la Régénération et la Modélisation en Ingénierie
Cutanée », en collaboration avec I’Ecole Centrale de Lyon (Ecully) et I’entreprise COLCOM
(Clapiers) qui sont respectivement reconnues pour leur expertise sur la biomécanique de la
peau et leur savoir-faire sur la chimie des dendrigrafts de lysine, utilisés dans ce travail de

these.
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Dans une premiére partie, nos objectifs ont été de concevoir, synthétiser et caractériser la
protéine Elactiv’. Ainsi, nous avons pu déterminer ses propriétés physico-chimiques
(structures secondaires, comportement thermosensible, capacité de coacervation, propriétés
d’auto-assemblage), et ses fonctions biologiques (prolifération, différenciation, survie et
morphologie cellulaire, sensibilit¢é a la dégradation enzymatique, capacité d’incorporation
dans les fibres ¢lastiques néo-synthétisées) apres avoir €ét€ mise en contact avec des

fibroblastes dermiques et des kératinocytes primaires humains.

Dans une deuxiéme partie, notre objectif a été d’utilisé la protéine Elactiv’ comme un outil
potentiel thérapeutique dans un modéele d’¢élastogenese imparfaite : le syndrome de Williams-
Beuren (WB). En raison de la synthése quasi-inexistante de fibres élastiques par les
fibroblastes dermiques des patients WB, nous avons voulu savoir si la protéine Elactiv’ était
capable de compenser ou réinduire in vitro la synthése de tropoélastine fibrillaire par les

cellules de ces patients.

Dans une troisiéme partie, notre objectif a ét¢ de développer un hydrogel, composé
exclusivement de la protéine Elactiv’, dans le but d’accéder d’une part, aux propriétés
mécaniques de 1’ensemble par des essais d’indentation grace au micro-indenteur développé a
I’Ecole Centrale de Lyon ; et d’autre part, nous avons pu analyser sa toxicité cellulaire et sa

résorption in vivo en implantant I’hydrogel en sous-cutané chez la souris.

Dans une quatriéme partie, notre objectif a été de greffer la protéine Elactiv’ a un polymere
synthétique hautement fonctionnalisable, le dendrigraft de poly(L-lysine) (DGL) développé
par I’entreprise COLCOM, dans le but d’orienter la protéine et ainsi augmenter ses fonctions
biologiques dans des cultures en deux dimensions. Les DGL n’ayant jamais été utilisé en tant
que support de culture in vitro, nous avons vérifié le comportement des fibroblastes

dermiques et kératinocytes primaires humains vis-a-vis de ce substrat.

Dans une derniére partie, notre objectif a été de développer un hydrogel composite dans
lequel la protéine Elactiv’ a été associée aux DGL, permettant de faire évoluer 1’architecture
du matériau et d’augmenter ses propriétés mécaniques et biologiques. A ce jour, seule la

preuve de concept a pu étre validée.
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Matériels & Méthodes I. Synhese de la protéine élastique Elactiv’

I. Synthése de la protéine ¢élastique Elactiv’
I.1. Clonage du géne Elactiv’
I.1.1. Vecteurs et souches bactériennes

L.1.1.1. Vecteurs utilisés pour le clonage

Vecteur pUCS7-Elactiv’
La syntheése du géne, codant pour Elactiv’, a été externalisée vers la sociét¢ GenScript

(Piscataway, USA). La séquence d’ADN, de 1794 pb, a ét¢ définie pour une expression
optimale en systéme procaryote Escherichia coli (E. coli), dans le but d’¢éliminer les codons
rares grice a I’algorithme « OptimumGene'" », et insérée dans le vecteur a haut taux de
réplication pUCS57, au niveau du site de restriction EcoRV (Figure 29). Par ailleurs, trois
bases ont été ajoutées a I’extrémité 5° de la séquence nucléotidique créant I’espacement
nécessaire entre la séquence rbs et le codon d’initiation de la traduction, assurant ainsi la
synthése de la protéine Elactiv’. D’autre part, neuf bases de protection ont également été

ajoutées au niveau de I’extrémité 3’ de la séquence d’ADN.

Vecteur d’expression procaryote pET30A
Le plasmide pET30a (Merck Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France) a été utilisé¢ pour

I’expression du gene Elactiv’ (Figure 30).
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Figure 29: Carte de restriction du vecteur pUC57-Elactiv’. Le site d’insertion du geéne

Elactiv’ est représenté par une fleche bleue.
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Figure 30: Structure du vecteur pET30a (figure tirée du site web de Merck Millipore,
http://www.merckmillipore.com). (A) La carte de restriction du vecteur pET30a présente les sites de
restriction uniques, l'orientation et l'emplacement de l'origine de réplication procaryote (ori), de
l'origine de réplication du phage f1 (florigin), du géne du répresseur lacl, du gene de résistance a
l'antibiotique kanamycine (kan) et du site multiple de clonage (fléche noire pleine). (B) Séquence
nucléotidique et peptidique du site multiple de clonage. Les fleches montrent I'emplacement du
promoteur et de la région de terminaison de I'ARN polymérase du phage T7 ; les traits fins indiquent
les sites de restriction et les traits en gras indiquent les séquences nécessaires a l'expression. Les
séquences codantes pour le His-Tag, le S-Tag ainsi que les sites de reconnaissance de l'entérokinase et

de la thrombine, sont aussi représentés par des traits en gras.
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[.1.1.2. Souches bactériennes

Plusieurs souches d’E. coli ont été utilisées :

- La souche JM109 (Promega, Charbonnieres, France) a été utilisée pour le clonage du geéne
Elactiv’ dans le plasmide d’expression pET30a. Cette souche offre un taux de transformation
élevé.

- La souche BL21 (DE3) (Life technologies, Saint-Aubin, France) a été utilisée pour la
surexpression du géne Elactiv’, sous le controle du promoteur T7 et inductible a 1’isopropyl -
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Cette souche porte une mutation dans les geénes de

protéases lon et ompT, ce qui permet la production de peptides stables.

1.1.1.3. Milieux et conditions de culture

Les bactéries on été cultivées a 37°C soit en milieu liquide sous agitation (220 rpm) soit sur
gélose. Le milieu de culture est du Luria Bertani (LB) Broth (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France), composé de 10g/L de bactotrypone, 5g/L d’extrait de levure, 5g/L de NaCl
pH 7, complémenté par un antibiotique de sélection choisi en fonction du plasmide intégré par

la bactérie. Dans cette étude, la kanamycine (Sigma-Aldrich) a été utilisée a 50 pg/ml.

[.1.2. Amplification et extraction du vecteur pUCS57-Elactiv’

Au cours de cette étape, le vecteur recombinant pUCS57-Elactiv’ a été utilisé¢ pour transformer
les bactéries compétentes Escherichia coli (E. coli) JM109. Une fois transformées, les
bactéries ont ét¢ amplifiées puis sélectionnées sur un milieu sélectif solide LB-Agar +

kanamycine, dans le but d’extraire ’ADN plasmidique (pUC57-Elactiv’) en grande quantité.

1.1.2.1. Minipréparation

Les colonies bactériennes (JM109) transformées, ont été prélevées sur une boite de gélose,
transférées séparément dans Sml de milieu LB liquide, supplémenté par I’antibiotique de
sélection procaryote (la kanamycine), et incubées a 37°C sous agitation pendant la nuit. Un
prélevement de 3 ml de culture a été centrifugé pendant 30 s a 11 000g (les 2 ml restants sont
conservés a 4°C pour une éventuelle maxipréparation). Le vecteur recombinant pUCS57-
Elactiv’, contenu dans le culot bactérien, a été purifié suivant le protocole du kit

« NucleoSpin® Plasmid Quick Pure » (Qiagen, Courtaboeuf, France).
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1.1.2.2. Maxipréparation

Aprés avoir vérifié la construction plasmidique (Figure 31), purifiée par le kit
«NucleoSpin®Plasmid Quick Pure», une maxipréparation a pu ¢étre envisagée. Cette
technique a été utilisée pour la production d’ADN plasmidique (pUCS57-Elactiv’) en grande
quantité. Les 2 ml restants de la préculture bactérienne (JM109) ont été ajoutés a 250 ml de
milieu LB liquide, supplémenté par la kanamycine, et incubés a 37°C sous agitation pendant
la nuit. Les cellules bactériennes ont été sédimentées par centrifugation pendant 15 min a
6000 g et a 4°C. pUCS57-Elactiv’, contenu dans le culot bactérien, a été purifi¢ suivant le
protocole du kit « EndoFree Plasmid Maxi » (Qiagen). Le vecteur recombinant pUC57-
Elactiv’ a été purifié selon le méme principe que celui de la minipréparation, c’est-a-dire par

lyse alcaline.

pUC57-
Elactiv’

MT ND D

10000 pb-
5000 pb-

2500 pb-

<«—— fragment

Ndel-Elactiv’-Sall
(1794 pb)

1000 pb-

250 pb-

Figure 31: Profil de digestion du vecteur pUCS7-Elactiv’ par le couple d’enzyme de
restriction Ndel/Sall sur gel d’agarose 0,5 % dans du tampon TAE. ND = Vecteur non digéré, D =

Vecteur digéré pas le couple d’enzyme de restriction Ndel/Sall.
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[.1.3. Digestion des vecteurs pUCS57-Elactiv’ et pET30a par Ndel/Sall

Dans le but de cloner le géne Elactiv’ dans le vecteur d’expression procaryote pET30a, au
niveau des sites de restriction Ndel et Sall, le vecteur ainsi que le géne cible ont été digérés

par le couple d’endonucléases de restriction Ndel/Sall.

Les enzymes de restriction Ndel et Sall sont commercialisées (Promega, Lyon, France) avec
un tampon qui leur confére une activité maximale. Pour les tests analytiques, 5 ul d’ADN (1 a
5 ug d’ADN) obtenu par minipréparation ont été digérés en présence de 1 pul de tampon 10X,
1 pl de chaque enzyme a 10 U/ul (1 unité d’enzyme par png d’ADN) et 3 ul d’eau stérile,
pendant au moins une heure a 37°C. Pour les ADN préparatifs, 5 nug d’ADN de
maxipréparation ont été digérés dans le tampon préconisé en présence de 1 pl de chaque
enzyme de restriction, pendant 2 heures a 37°C. La réaction a été arrétée en inactivant de
facon irréversible les endonucléases 15 min a 65°C. Le fragment Ndel- Elactiv’-Sall et le

vecteur linéarisé ont ainsi été obtenus.

I.1.4. Analyse des fragments d’ADN

Le fragment Ndel- Elactiv’-Sall et le vecteur linéaris¢ ont ¢été analysés et isolés par
purification sur gel d’agarose de concentration 0,7 a 2% par électrophorése horizontale dans
un tampon de migration TAE (Tris Acétate EDTA pour Ethylenediaminetetraacetic acid)
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) (Tris-HCI 40 mM pH 8 ; acide Acétique20 mM,
EDTA 1mM) (Figure 31). L'ADN a ¢été dilué dans du tampon de charge 6X (10mM EDTA;
glycérol 30% v/v ; bleu de bromophénol 0,25% p/v ; xyléne cyanol 0,25% p/v) a une
concentration finale de 1X. Le marqueur de taille utilisé¢ a été¢ le 1 kb ladder (New England
Biolabs®, Hitchin, Royaume-Uni). Aprés une migration de 30 min sous une tension de 100V,
les fragments d’ADN ont été visualisés par coloration du gel dans une solution de bromure
d'éthidium (BET a 200 ug/mL) pendant Smin et observés sur un transilluminateur ultraviolet.
La zone du gel contenant les fragments d’ADN d’intéréts (Ndel- Elactiv’-Sall et pET30a
linéarisé) a été découpée afin d’en extraire I’ADN et de le purifier sur une colonne d’affinité a

I’aide du kit « QIAquick Gel Extraction » (Qiagen).
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I.1.5. Purification des fragments d’ADN

[.1.5.1.Extraction de I’ADN a partir d'un gel d’agarose

Apres avoir excisé les fragments d’ADN (Ndel-Elactiv’-Sall et pET30a linéarisé¢) du gel
d’agarose, ils ont été pesés et incubés pendant 10 min a 50°C, dans du thiocyanate de
guanidine nécessaire a la dissolution du gel. L’ADN plasmidique a ensuite été précipité avec
de I’isopropanol et s’est li¢ a une résine échangeuse d’anions, en présence de concentrations
¢levées en sels. En effet, ’adsorption de ’ADN a la membrane de silice dépend du pH. Celle-
ci est de 95% si le pH est inférieur ou égal a 7,5 et diminue radicalement lorsque le pH

augmente. L’ADN a été rincé a I’éthanol a 70 %, et élué avec de 1’eau stérile.

1.1.5.2. Extraction de I’ADN au phénol-chloroforme

Pour optimiser la purification de ’ADN d’intérét, ce dernier a pu étre purifié¢ une seconde fois
par la technique d’extraction au phénol-chloroforme. Cette technique a pu également étre
utilisé apres une digestion par des endonucléases de restriction, afin d’éliminer 1I’exces de sels
présents dans le tampon de restriction. A partir d’une solution de 50 pul d’ADN, 250 ul d’eau
stérile et 300 uLL de phénol-chloroforme ont été ajoutés. La solution a été vortexée pendant 1
min et centrifugée pendant 10 min a 9 300 g, a température ambiante. La phase aqueuse,
contenant I’ADN plasmidique, a été récupérée délicatement. L’ADN a été précipité en
ajoutant 30 uL d’acétate de sodium (AcNa 3M), 1 pL glycogeéne et 1,5 volume d’éthanol
100%, et congelé 30 min a -80°C. L’ADN a ensuite été sédimenté par centrifugation pendant
30 min, a 13 400 g, a 4°C, lavé avec 100 pl d’éthanol a 70 %, puis centrifugé une nouvelle
fois. Le culot d’ADN purifié a été séché a 1’air libre et remis en suspension dans 10 pl d’eau

stérile.
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I.1.6. Ligation de I’insert Elactiv’ dans le vecteur d’expression pET30a

La ligation du fragment Ndel-Elactiv’-Sall et du vecteur pET30a linéarisé a été réalisée dans
un volume final de 15 pl contenant 1 pl de la T4 DNA ligase a 3U/ul (Promega), 1 ml de
tampon de ligation 10X (Tris-HCI 10 mM pH 7,8, MgCI2 10 mM, BSA (Bovin Serum
Albumin) 0,1 mg/ml, ATP (Adénosine triphosphate) 0,5 mM), 1 ul d’ATP, 1 ul d’eau stérile
et un rapport molaire vecteur/insert d’environ 1/2. La réaction a été effectué¢e a 4°C pendant la

nuit.

I.1.7. Transformation des bactéries compétentes BL21 (DE3) par le vecteur
recombinant pET30a-Elactiv’

Pour permettre 1’expression de la protéine Elactiv’, le vecteur recombinant pET30a-Elactiv’ a
¢été utilisé pour transformer les bactéries BL21 (DE3) compétentes. La totalité du produit de
ligation a été¢ mis en présence de 100 pl de bactéries compétentes. Apreés incubation pendant
10 min sur la glace, les bactéries ont ét¢ soumises a un choc thermique pendant 45 sec a 42°C
suivi d’un retour sur la glace pendant 2 min, favorisant ainsi I’entrée massive d’ADN a
I’intérieur des bactéries. Apres ajout de 900 pl de milieu LB, dépourvu d’antibiotique, les
bactéries ont été cultivées pendant 2 heures a 37°C, sous agitation (220 rpm). Les bactéries
ont été centrifugées pendant 20 secondes a 1000 rpm et le culot bactérien a été repris dans 50
ul de milieu LB. La suspension bactérienne a ensuite été étalée sur un milieu sélectif solide
LB-Agar + kanamycine et incubée pendant la nuit & 37°C. Pour valider le clonage, plusieurs
clones ont été¢ analysés par I’enzyme de restriction EcoRV, car le site de restriction EcoRV
n’est plus présent a ce stade dans le vecteur recombinant pET30a-Elactiv. La non digestion
des clones par I’enzyme de restriction EcoRV confirme la bonne insertion du géne Elactiv’
dans le vecteur d’expression procaryote pET30a (Figure 32).

De plus, pour étre certain de la séquence clonée, un des clones a été séquencé par la société
GATC Biotech SARL (Mulhouse, France) en aval du promoteur T7. Des stocks glycérol
(glycérol 50%, milieu de culture bactérien 50%) ont été réalisés a partir des pré-cultures

validées.
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Figure 32: Profil de digestion du plasmide pET30a natif et du vecteur recombinant
pET30a-Elactiv’ par I’enzyme de restriction EcoRV sur gel d’agarose 0,5 % dans du tampon TAE.

ND = Vecteur non digéré, D = Vecteur digéré pas EcoRV.
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I.2. Production Elactiv’ en systéme procaryote

Le vecteur recombinant pET30a-Elactiv’ a été utilisé pour transformer les bactéries E. coli
compétentes BL21 (DE3) (Life Technologies). Les bactéries transformées ont été
sélectionnées sur un milieu sélectif solide LB-Agar contenant 50 pg/ml de kanamycine
(Sigma-Aldrich). Une seule colonie a été utilisée pour inoculer 5 ml de LB contenant 50
ng/ml de kanamycine, une nuit sous agitation constante. La culture a été diluée au 100°™ et sa
densité optique (DO) a été suivie a 600 nm : dés qu’elle a atteint 0,6, c’est-a-dire pendant la
phase exponentielle de croissance bactérienne, I’expression d’Elactiv’ a été induite par ajout
de 1 mM d’IPTG (Sigma-Aldrich), pendant 4h a 30°C sous agitation constante. Les bactéries
ont ¢été récoltées par centrifugation (10 080g pendant 10 min a 4°C) et le culot cellulaire
résultant a été congelé pendant une nuit a -80°C. Les bactéries ont ensuite été remises en
suspension dans un tampon 50 mM Tris-HCI pH 8 et incubées pendant 45 min a 80°C. Apres
lh d’incubation dans la glace, les fractions soluble et insoluble ont été récoltées par
centrifugation (15 000 g, 20 min a 4°C) puis analysées par SDS-PAGE. Ce protocole a permis
la synthése d’environ 20 mg d’Elactiv’ par litre de culture, dosée a 1’aide du kit Quant-iT

Protein Assay (Life Technologies).

1.3. Purification par la méthode d’Inverse Transition Cycling (ITC)

[.3.1. Protocole

Elactiv’ a été purifiée a partir de la fraction soluble d’E. coli, selon la méthode d’Inverse
Transition Cycling (ITC) (Yeo, Keeley et al. 2011) grace a sa capacité intrinseque de
coacervation. Cette méthode consiste en une précipitation réversible par un simple
changement de température. En effet, Elactiv’ est soluble a 4°C et insoluble a 42°C ou elle
coacerve. Du NaCl a 150 mM final a été ajouté au lysat bactérien, qui a ensuite été
homogénéis¢ et chauffé pendant 10 min a 42°C, température a laquelle les molécules
d’Elactiv’ coacervent. Apres 10 min de centrifugation a 14 000 g, le surnageant contenant les
impuretés a été ¢éliminé, et le culot contenant Elactiv’ a été repris dans du PBS a 4°C,

température a laquelle Elactiv’ est soluble. La solution de protéine pure a été filtrée (porosité
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1.3.2. Analyse de la purification par SDS-PAGE

La pureté d'Elactiv' a été analysée par la technique de séparation Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) décrite par Laemmli (Laemmli 1970). Elle
consiste a séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire sur un gel
d’acrylamide/bisacrylamide, en condition dénaturante dans un tampon de migration TG-SDS
(Euromedex) (Tris-HCl 25 mM pH 8,3 ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1 % p/v). La protéine
Elactiv’ a été reprise dans du tampon Laemmli (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8 ; bleu de
bromophénol 0,01 % p/v ; glycérol 10 % v/v ; SDS 2 % p/v ; DTT 50 mM) puis bouillie 5
min a 95°C afin d’assurer la dénaturation et la réduction complete de la protéine. La protéine
dénaturée a été déposée sur le gel de polyacrylamide ou elle a été, dans un premier temps,
concentrée dans un gel de concentration (Acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) 4 % v/v ; Tris-
HC1 125 mM pH 6,8 ; SDS 0,1 % p/v; persulfate d’ammonium (APS pour Ammonium
persulfate) 0,05 % p/v ; N, N, N’-TétraMéthyl Ethyléene Diamine (TEMED) 0,1 % v/v) a 90V.
La protéine a ensuite été séparée, d’éventuels contaminants protéiques, en fonction de sa
masse moléculaire dans un gel de séparation a 8% (pouvant atteindre 10% en fonction des
protéines étudiées) (Acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) 8% v/v ; Tris-HCI 375 mM pH 8,8 ;
SDS 0,1 % p/v ; APS 0,05 % p/v ; TEMED 0,5 % v/v) a 120 V dans un systéme Mini Protean
IIT (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Apres la migration, les protéines contenues dans le
gel ont été colorées aux nitrates d'argent a l'aide du kit Pierce Silver Stain (Fisher Bioblock

Scientific, Illkirch, France).

1.3.3. Analyse de la purification par western-blot anti-FLAG

Les expériences de SDS-PAGE ont été réalisées comme décrit dans la section 1.3.2, puis la
protéine Elactiv’ a été transférée €lectriquement sur une membrane de polyvinylidéne fluoride
(PVDF, Immobilon-P, Merck Millipore) préalablement activée au méthanol 100%, puis dans
le tampon de transfert TG (Tris-HCI 25 mM, 192 mM Glycine, Méthanol 20 % v/v). Le
sandwich gel-membrane a été plongé dans une cuve (systéme Mini Trans-Blot, Biorad)
contenant du tampon de transfert. Le montage a alors ét¢ soumis a un courant d’intensité
constante de 220 mM pendant 2h a 4°C. L’efficacité et la qualité du transfert ont été évaluées
par une coloration de la membrane dans une solution de rouge Ponceau 0,2 % (p/v), acide

trichloroacétique 5 % (p/v), suivie d’un ringage a I’eau.
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La membrane a ensuite été saturée par une solution de lait écrémé 5 % en tampon TBS (Tris
0,24 M pH 7,4 ; NaCl 1,37 M ; KCI 26,8 mM) additionné de 0,05 % de Tween-20 (TBS-T)
pendant 45 min a température ambiante, afin d’éviter des interactions non spécifiques des
anticorps de révélation. La membrane a ¢été incubée en présence de I’anticorps primaire,
anticorps de souris anti-Flag (F3165, Sigma-Aldrich) diluée au 1/5000°™ dans du TBS-T,
dilué dans une solution de lait 2% en TBS-T, sous agitation rotative douce pendant la nuit a
4°C. Apres trois ringages de 5 min en TBS-T a température ambiante, la membrane a été
incubée en présence d’un anticorps secondaire anti-IgG de lapin (32460, Thermo-scientifique)
ou anti-IgG de souris couplé a la peroxydase de raifort (32430, Thermo- scientifique) pendant
lh a température ambiante sous agitation rotative. Apres cinq ringages en TBS-T, la
membrane a été incubée durant 5 min avec le substrat permettant la chimiluminescence (ECL
pour Enhanced chemiluminescence) (Super Signal West Pico/Femto ECL susbtrate, Thermo-
Scientifique). La détection du signal a été réalisée par exposition d’un film radiographique
(BioMax Light Films, Sigma-Aldrich) ou par une caméra refroidie (caméra fusion FX, Vilbert

Lourmat, Marne-la-Vallée, France).

1.3.4. Analyse de la purification par spectrométrie de masse

La solution d’Elactiv’ pure a 1 mg/ml a été analysée par spectrométrie de masse au sein de la
plateforme « Protein Sciences Facility » (PSF), installée dans les locaux de I'IBCP (Lyon,
France), afin de confirmer la présence du pont-disulfure a I’extrémité C-terminale de la
protéine. La digestion de la protéine Elactiv’ par la trypsine, suivie de la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS pour Liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry), en utilisant le mode de dissociation
ETD (Electron transfert dissociation), a permis de générer plusieurs peptides dont un, le
peptide [579-594] qui correspond a D’extrémité C-terminale de la protéine Elactiv’
(PGGGACLGKACGRKRK). L’analyse de la masse moléculaire du peptide [579-594],
similaire a la masse moléculaire théorique pour le méme peptide en présence du pont
disulfure, a permis de confirmer la présence du pont-disulfure a I’extrémité C-terminale de la

protéine Elactiv’.
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I1. Caractérisations physico-chimiques de la protéine Elactiv’

I1.1. Spectroscopie par dichroisme circulaire

Les structures secondaires de la protéine Elactiv' ont été déterminées par dichroisme

circulaire, en comparaison avec la tropoélastine humaine recombinante.

II.1.1. Principe

La lumiére polarisée linéaire peut étre décomposée en deux composantes circulaires gauche
(er) et droite (er) de méme amplitude et de méme intensité. Lorsque la lumicre polarisée
linéaire passe au travers d’un échantillon pourvu d’une activité optique, les deux composantes
gL et &g ne sont pas absorbées de la méme maniere par 1’échantillon. L’absorption
préférentielle de 1’'une de ces deux polarisations résulte en une déviation de la résultante qui
décrit une ellipse et non un cercle. Cette déviation est appelée dichroisme circulaire (Figure
33). La mesure de la différence d’absorption des deux composantes gauche et droite de la
lumiére polarisée linéaire permettra donc d’obtenir des informations sur la conformation des
différents chromophores (Kelly, Jess et al. 2005).

Dans les protéines, les chromophores d’intérét pour la technique de dichroisme circulaire sont
de trois types : les ponts disulfures (absorption autour de 260 nm), les liaisons peptidiques
(absorption jusqu’a 240 nm) et les chaines latérales des acides aminés aromatiques
(absorption entre 260 et 320 nm). Selon le repliement en hélice a ou en feuillet B des
protéines, la géométrie de ’empilement des différents chromophores ne sera pas le méme,

modifiant ainsi considérablement le signal dichroique observé (Figure 34).

A)

Figure 33 : Origine de l'effet observé en spectroscopie de dichroisme circulaire. La
lumiére polarisée circulaire gauche (e1) et droite (eg) composent la lumicre polarisée linéaire. (A): les
deux composantes ont la méme amplitude; (B): les deux composantes n'ont pas la méme amplitude et

la résultante (ligne pointillée) est une ellipse (adaptée de Kelly, Jess et al. 2005).
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Figure 34: Spectres de dichroisme circulaire des structures secondaires de protéines.
Le spectre dune protéine comportant essentiellement des hélices o présente trois bandes
caractéristiques (positive a 190 nm, négative a 208 nm et a 222 nm). Le spectre d'une protéine
comportant essentiellement des feuillets B antiparalléles présente deux bandes caractéristiques
(positive a 195 nm, négative a 218 nm). Le spectre d'une protéine comportant essentiellement des
hélices de type polyproline II (PPII) ou hélices 3, présente deux bandes caractéristiques (négative a
195 nm et positive a 215 nm). Le spectre d’une protéine non structurée présente une bande
caractéristique négative a 198 nm et un épaulement négatif a 220 nm (adaptée de Kelly, Jess et al.

2005).

[1.2.2. Acquisition des données expérimentales

Les spectres de dichroisme circulaire d’Elactiv’ et de la tropoélastine humaine (hTE) (Sigma—
Aldrich) ont été enregistrés avec un spectrophotomeétre Chirascan (Applied Photophysics,
Leatherhead, Royaume-Uni) calibré avec une solution aqueuse d’acide 15-(+)-10-
camphorsulfonique. Les spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés dans 1’UV
lointain, entre les longueurs d’onde 180 et 260 nm (avec un pas de 0,2 nm), pour une gamme
de température variant de 20°C a 60°C. Les solutions d’Elactiv’ et hTE ont ét¢ diluées a une
concentration de 0,2 mg/ml dans du tampon phosphate pH 7,4 (KH,PO,4 10,6 mM, NaF 1,54
M et Na,HPO,4, 2H,0O 30 mM), puis transférées dans des cuvettes en quartz possédant un
trajet optique de 1 mm (Hellma, Miillheim, Allemagne). Le controle de la saturation du signal
a été effectué en suivant la tension du récepteur. Tous les spectres ont été lissés et corrigés en

soustrayant le spectre du tampon phosphate par le logiciel ProData Viewer.
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I1.2. Caractérisation thermique : Diffusion Dynamique de la Lumiére

La Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS pour Dynamic Light Scattering) a permis
d'établir le profil thermique d'Elactiv, c'est a dire le profil de la taille de ses agrégats en

fonction de la température, dans le but de déterminer sa température optimale de coacervation
(Tt).

I1.2.1. Principe

La DLS, également appelée diffusion quasi ¢élastique de la lumiére, est une technique rapide,
sensible, non invasive et bien adaptée pour la mesure de la taille et de la distribution de la
taille, inférieures a 1nm, des molécules en solution (Lomakin, Teplow et al. 2005). La DLS
mesure les fluctuations d’intensité¢ lumineuse €manant a partir d’une solution colloidale
irradiée par un laser. Ces fluctuations contiennent des informations sur la nature physique des
molécules dans la solution d’échantillon. En effet, les molécules dispersées dans un fluide
bougent de fagon aléatoire et a des vitesses constantes et relatives a leur taille. Il s’agit du
mouvement Brownien, modélis¢ par la relation de Stokes-Einstein (Figure 35), qui est causé
par les collisions des molécules de solvants avec la surface des molécules de protéine en
solution. De ce fait, les petites molécules en suspension se déplacent plus rapidement et les
plus grosses molécules plus lentement. Comme [’appareil est muni d’une source laser
monochromatique (632,8 nm), le déplacement des molécules entraine la création
d’interférences constructives et destructives. Ainsi, I’intensité de la lumiere détectée varie

avec le déplacement des molécules.

K. T
3mn Dy

d(H) =

4 (H) : Diamétre hydrodynamique (taille particule)

D). : Coefficient de diffusion transversal (mesuré parla diffusion
dynamique de la himniére)

Es : constante de Boltzmann (conmue)

T : température thermodynamique (contrdlée)

1, viscosité dynamique

Figure 35: Relation de Stokes-Einstein qui lie le coefficient de diffusion mesuré par

diffusion dynamique de la lumiére et la taille des molécules.
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La fluctuation de I’intensité lumineuse peut ensuite étre corrélée a la taille des molécules en
suspension si les valeurs de température, viscosité, indices de réfraction du milieu des
molécules sont connues et constantes. Il est indispensable que la température soit constante
sinon il se crée des courants de convection qui entraineront des mouvements aléatoires des
molécules faussant ainsi les résultats. La modulation de I’intensité lumineuse en fonction du
temps, mesurée par la DLS, donne comme résultat brut un corrélogramme dont 1’équation de
la courbe permet d’obtenir la valeur du coefficient de diffusion de translation (D), permettant
ensuite grace a 1’équation de Stokes-Einstein de déterminer la valeur du diamétre
hydrodynamique des molécules en suspension. Par conséquent, plus la corrélation entre les
valeurs d’intensité¢ lumineuse subsiste sur une longue période de temps (plus la variation de
I’intensité diffusée est moindre au cours du temps), plus les molécules sont grosses (Figures

36-37).
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Figure 36: Variation hypothétique de ’intensité diffusée par des petites et des grosses
molécules en DLS (http://www.malvern.co.uk).
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Figure 37: Exemples de corrélogrammes, obtenus en DLS, pour une population de

petites et de grosses molécules en suspension (http://www.malvern.co.uk).

I1.2.2. Acquisition des données expérimentales

L’¢étude de I’agrégation des molécules d’Elactiv’ en solution, plus communément appelé le
processus de coacervation, a été suivie par la méthode de diffusion dynamique de la lumiére
en utilisant le Zatasizer Nano S ZEN1600 de la compagnie Malvern Instrument (Royaume-
Uni). La taille des agrégats d’Elactiv’ a été mesurée pour une gamme de températures variant
de 20 a 60 °C, avec un temps de stabilisation de 5 min entre chaque essai. La solution
d’Elactiv' a été préparée a une concentration de 1 mg/ml dans du PBS, pH 7,4. Onze
acquisitions ont été réalisées pour chaque mesure afin de déterminer la taille globale des

agrégats, dans le but d'obtenir une valeur moyenne finale a température constante.
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I1.3. Modéle d’auto-assemblage in vitro des molécules Elactiv’:
techniques de microscopie électronique

[1.3.1. Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission permet d’obtenir des informations sur la
morphologie, la structure (amorphe, organisée : cristallin, lamellaire...) et la composition

(intérieur creux ou plein) des agrégats d’Elactiv’ a I’échelle nanométrique.

11.3.1.1. Principe

Le microscope électronique a transmission (MET) utilise un faisceau d’¢électrons a haute
tension, €émis par un canon a ¢lectrons. Des lentilles électromagnétiques sont utilisées pour
focaliser le faisceau d’électrons sur 1’échantillon. Selon la densité de 1’échantillon qu’ils
rencontrent, les électrons seront plus ou moins diffusés et en passant dans le vide ou au travers
de la maticre, ils parviendront & un écran phosphorescent. Lorsqu’ils frappent 1’écran, ils
induisent I’émission de lumiére qui crée une image et qui permet la visualisation de
I’échantillon déposé sur la grille de microscope. Pour la prise de photographies, les électrons
sont analysés par un détecteur, une caméra a transfert de charge (CCD), qui traduit le signal
en image contrastée grace a un logiciel de traitement d’image. Il en résulte une projection

bidimensionnelle des particules.

I1.3.1.2. Préparation des échantillons — coloration négative

L’échantillon biologique doit étre préparé selon un protocole précis, qui doit a la fois
conserver sa structure et €tre conducteur pour laisser passer le faisceau d’électrons. Le
matériel biologique est essentiellement composé d’atomes légers (carbone, hydrogene,
oxygene,...), et posséde par conséquent un faible pouvoir diffuseur. En microscopie
¢lectronique en transmission, afin d’augmenter le contraste des images de 1’échantillon, des
métaux lourds sont utilisés. Le sel d’atomes lourds (ou colorant) va se fixer préférentiellement
a la surface de 1’échantillon adsorbé, créant ainsi son "empreinte" dans le colorant. Lors du
passage du faisceau d’électrons, du fait de son numéro atomique élevé, le contrastant dévie
plus les électrons que la grille de carbone support ou que 1’échantillon biologique, composés
d’atomes légers (C, H, O, N, ...). Par conséquent, 1’échantillon biologique apparait plus clair

que ce qui I'entoure, d'ou le nom de coloration négative.
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11.3.1.3. Protocole

Pour la microscopie électronique a transmission, plusieurs solutions d’Elactiv’ ont été
préparées suivant une gamme de concentrations variant de 120 pg/ml a 2 mg/ml dans du PBS
a 4°C. Toutes les solutions d’Elactiv’ ont été équilibrées a 42° C pendant 15 min, pour induire
la coacervation de la protéine. Les solutions ont été homogénéisées. Une goutte de 10 ul de
chaque solution a été prélevée puis déposée sur une boite de pétri chauffée a 42°C et,
préalablement recouverte d’un film plastique de paraffine (Parafilm M®, Dominique
Dutscher, Brumath, France) assurant I’hydrophobicité¢ de la surface. Une grille de cuivre,
revétue d’un film formvar-carbone (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Royaume-Uni) a
ensuite été retournée sur chaque goutte d’Elactiv’ (Figure 38). Aprés 2 min, la grille a été
¢gouttée en enlevant ’excédent a I’aide d’un papier filtre. L’¢échantillon a été¢ fixé en
retournant la grille de formvar-carbone sur une goutte de glutaraldéhyde 2%, pendant 2 min a
42°C. L’excédent de fixateur a été enlevé a ’aide d’un papier filtre. La grille a été rincée trois
fois dans du PBS, pendant 10 sec a température ambiante, en la retournant successivement sur
des gouttes d’eau ultra pure. La grille a ensuite été contrastée pendant 10 sec a température
ambiante, en la retournant une derni¢re fois sur une goutte d’agent contrastant, 1’acide
phosphotungstique pH 7 (I M KOH), puis séchée a 1’air libre. Les observations ont été
réalisées avec un microscope ¢€lectronique a transmission Philips CM120, équipé d'une

caméra numérique CDD (Gatan), au Centre Technique des Microstructures a 1’Université de

Lyon 1.
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Figure 38: Protocole de coloration négative pour la microscopie électronique

transmission.
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[1.3.2. Microscopie €lectronique a balayage

La microscopie électronique a balayage permet, en plus d’une analyse morphologique
structurale, d’obtenir des informations sur I’organisation spatiale, I’agencement des agrégats

d’Elactiv’ a I’échelle nanométrique.

[1.3.2.1. Principe

Un microscope ¢électronique a balayage en transmission (MEB) fonctionne comme un
microscope MET, a la différence prés que le faisceau d’électrons est focalisé sur une trés
petite surface et qu’il est balayé sur toute la surface de 1’échantillon biologique. Le balayage
se fait de fagon matricielle ce qui permet de construire une image point par point de
I’échantillon déposé sur la grille, par collection des électrons secondaires émis par la surface

de 1’échantillon.

11.3.2.2. Protocole

Pour la microscopie ¢€lectronique a balayage, les solutions d’Elactiv’ ont été préparées a une
concentration de 2 mg/ml dans du PBS a 4°C. Pour I’étude de la réticulation des agrégats
d’Elactiv, de la génipine (Sigma-Aldrich) a été ajoutée aux solutions d’Elactiv pour atteindre

une concentration finale de 50 mM.

La génipine est un excellent agent de réticulation naturel des protéines. En effet, cette
molécule extraite du fruit de la plante Genipa americana (Djerassi, Nakano et al. 1961), est
10 000 fois moins cytotoxique que le glutaraldéhyde pour la souche de fibroblastes 3T3
(Schek, Michalek ef al. 2011). En réticulant les chaines latérales des lysines, par la réaction

avec les groupements amines primaires, la génipine donne une coloration bleue (Gao, Gan et

al. 2014).

Toutes les solutions ont été équilibrées a 42°C pendant 15 min pour induire la coacervation et
la réticulation d’Elactiv. Une goutte (60 pl) de chaque solution a été déposée sur une lamelle
en verre de 12 mm de diameétre (Braunschweig, Allemagne), qui a ensuite été séchée a ’air
libre pendant 15 min a 42°C. Les lamelles ont été lavées a plusieurs reprises dans du PBS
avant la déshydratation dans des solutions de concentrations croissantes en éthanol (50 a

100%).
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Les échantillons ont ensuite été¢ trempés dans de 1’hexaméthyldisilazane 100% (Sigma-
Aldrich) pendant 3 min et transférés dans un dessiccateur pendant au moins 2 heures afin
d’éviter la contamination de l'eau et faciliter 1’évaporation lente des résidus de solvant. Une
fois sec, les échantillons ont été collés sur des supports en aluminium avec de la laque
d’argent avant d’étre métallisés par pulvérisation cathodique d’une fine couche de cuivre
d’environ 3 nm d’épaisseur (Bal-tec MED 020, Leica Microsystemes SAS, Nanterre, France).
La métallisation a pour objectif de rendre I'échantillon conducteur aux électrons évitant ainsi
l'accumulation des charges parasites négatives a la surface de I'échantillon au cours de son
observation. L'imagerie a ét¢ réalisée en utilisant un microscope électronique a balayage

Hitachi S800 FEG au Centre Technique des Microstructures a 1’Université de Lyon 1.
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III. Caractérisation de la protéine Elactiv’ comme support pour la
culture 2D de fibroblastes dermiques humains

III.1. Les fibroblastes dermiques humains

Souche utilisée

La souche de fibroblastes dermiques primaires humains NHDF (Normal Human Dermal
Fibroblast), isolée a partir de prépuce néonatal, a été obtenue auprés de PromoCell
(Heidelberg, Allemagne). Les cellules ont été recues au passage 2 (P2), amplifiées au passage

4 (P4) et utilisées jusqu’au passage 8.

Sous-culture des fibroblastes

Les NHDF, ont été cultivés entre les passages p5 a p8. Le milieu de culture utilisé était un
mélange de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)-F12 1:1, Glutamax (Life
technologies) supplémenté de Sérum de Veau Fcetal (SVF, Life technologies) a 10% et de
pénicilline 100U/ml-Streptomycine 0,1 mg/ml (nommé milieu DMEM F-12, SVF 10 %, P/S
1%). Les cellules ont été incubées a 37°C sous une atmosphere saturée en eau et comprenant
5 % CO2. Le milieu de culture a été changé tous les deux jours. A confluence, les fibroblastes
ont été lavés trois fois au PBS (Phosphate Buffered Saline), et incubés pendant 4 min a 37°C
avec de la Trypsine-EDTA (0,5g/1 et 0,2g/1 respectivement), puis ré-ensemencés a faible

densité (20% de confluence).

II1.2. Viabilité et prolifération des fibroblastes en présence d'Elactiv': test
CyQuant®

Le kit de prolifération cellulaire CyQuant® (Molecular probes, Invitrogen, Saint-Aubin,
France) a été utilisé dans le but d'évaluer l'effet de la protéine Elactiv' sur la viabilité (en

phase homogene) et la prolifération cellulaire (en phase hétérogéne) des NHDF.
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Avant le test de prolifération cellulaire, Elactiv', la tropoélastine humaine (hTE, Sigma-
Aldrich), du collagéne de type I (Gibco, Thermo scientific, Illkirch, France) et de la BSA
(Bovin Serum Albumin, fraction V, Euromedex) ont été adsorbés sur une plaque 96 puits (0,32
cm?/puits) & une concentration finale de 10 pg/ml dans du PBS pendant 2h a 4°C. La plaque a

ensuite été rincée trois fois au PBS.

Pour les tests de viabilit¢ et de prolifération cellulaire, les NHDF ont été ensemencés
respectivement sur des plaques 96 puits non traitées et traitées a une densité cellulaire de
6.10° cellules.cm™ et incubés une nuit dans du milieu complet (DMEM F-12, SVF 10%, P/S

0,1 %) (Life technologies) afin de favoriser I'adhérence des cellules.

Pour les tests de viabilité cellulaire, la protéine Elactiv' et le peptide de 1’¢élastine VGVAPG
(GenScript), dilués dans du milieu complet a 1 et 10 pg/ml, ont été ajoutés 24 h apres
I'ensemencement des NHDF. La viabilité et la prolifération cellulaire ont été suivies pendant
10 jours. Les milieux de culture ont été rafraichis tous les 2 jours, et & chaque temps le milieu
a été ¢liminé et les plaques congelées a sec a -80 °C. La quantité totale d'acides nucléiques
obtenue aprés lyse cellulaire a été déterminée a l'aide du kit CyQuant® selon les instructions
du fabricant, en mesurant la fluorescence dans un lecteur microplaque Tecan Infinite®
M1000PRO (Tecan, Ménnedorf, Suisse) a 480 nm et 520 nm pour des longueurs d'onde

d'excitation et d'émission respectives.

II1.3. Etudes des sites d’interactions de la protéine Elactiv’ avec les
fibroblastes : test d’adhésion

Pour savoir si le motif C-terminal GRKRK et le motif VGVAPG d'Elactiv' (connus
respectivement pour se lier a l'intégrine a,B; et a I'EBP (Elastin-Binding Protein) dans la
tropoélastine humaine) sont capables d'induire l'adhérence des fibroblastes a travers les
molécules transmembranaires, 1'adhérence des NHDF sur une surface recouverte d'Elactiv' a
¢été étudiée a l'aide de l'anticorps bloquant anti-intégrine a,3; et/ou d'un bloqueur de I'EBP, le

L-lactose (Mecham, Hinek ef al. 1989).

Préparation des plaques de culture
La protéine Elactiv’ a été adsorbée sur des lames en verre 8 puits (labteks, Merck, Millipore)
a une concentration finale de 10 pg/ml dans du PBS, pendant 2h a 4°C. La protéine non

adsorbée a été ¢liminée et les puits ont été lavés trois fois dans du PBS.
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Protocole

Des NHDF, proches de la confluence, ont été détachés en les incubant avec de 'EDTA ImM
pendant 5 min a 37°C. L’utilisation de ’EDTA, contrairement a la trypsine, évite la
dégradation des protéines de surface telles que les intégrines. La suspension cellulaire ainsi
obtenue a ¢té¢ centrifugée a 200 g pendant 5 min a température ambiante, puis le culot
cellulaire a été remis en suspension dans 1 ml de milieu sans sérum (Fibrobast Growth
Medium, FGM, PromoCell). La densité cellulaire a été comptée et ajustée a 4.10* cellules.ml™
dans du FGM. Avant l'ensemencement sur les lames en verre 8 puits sur lesquels la protéine
Elactiv' a été préalablement adsorbée, les cellules ont été pré-incubées pendant 45 min avec
l'anticorps bloquant anti-intégrine o3 (clone LM609, Merck, Millipore) a une concentration
finale de 20pg/ml (PBS) et/ou avec du L-lactose (Euromedex) a une concentration finale de
3,6 mg/ml (PBS). Les cellules ont ensuite été ensemencées sur les lames en verre. Le milieu a
¢été aspire et les puits rincés trois fois au PBS, 90 min apres 1'ensemencement. Les cellules ont
¢t¢ fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) 4% (Sigma-Aldrich) pendant 20 min a
température ambiante, puis rincées trois fois dans du PBS. Les noyaux et le cytosquelette
d'actine des cellules ont été marqués respectivement avec du Hoechst (Sigma-Aldrich) et de la
Phalloidine-TRITC (Tétraméthylrhodamine, Sigma-Aldrich) a une concentration finale de 1
pg/ml (PBS) pendant 15 min a température ambiante et a I'obscurité. Apres trois ringages au
PBS, les lamelles ont ét¢ montées en milieu aqueux avec une solution de Permafluor
(LabVision, Thermo-scientifique). Les lamelles ont été séchées une nuit a I’air ambiant et a
I’obscurité avant 1’observation. Les cellules ont été observées au microscope a
épifluorescence Axioplan Imaging (Zeiss). La capture d’image a été réalisée par une caméra
CCD Coolsnap fx (Photometrics) a 1’aide du logiciel MetaVue (Universal Imaging
Corporation). Les cellules attachées ont été analysées grice au logiciel Image J® (Schneider,

Rasband et al. 2012).
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II1.4. Influence de la protéine Elactiv’ sur la différenciation
myofibroblastique

Préparation des plaques de culture

La protéine Elactiv', du collagéne de type I (Gibco, Thermo-scientifique) et de la BSA
(fraction V, Euromedex) en controle négatif, ont été adsorbés a une concentration de 10 pg/ml
dans du PBS, sur des lamelles rondes en verre de 1,4 cm” de surface, préalablement déposées
dans des plaques 24 puits standards (1,88 cm*/puits). La plaque a été incubée pendant 2h a

4°C, puis lavée trois fois au PBS.

Observation du cytosquelette d’actine des NHDF

Les NHDF ont été ensemencés a une densité de 8000 cellules.cm™ dans du DMEM F-12, SVF
10%, P/S 1% (Life Technologies) sur les lamelles rondes en verre, préalablement déposées
dans les plaques 24 puits. Apres 48h de culture, le milieu a été aspiré et les puits rincés trois
fois au PBS. Les NHDF ont ensuite été fixés, colorés au Hoechst (Sigma-Aldrich) et a la
phalloidine-TRITC (Sigma-Aldrich) puis observés au microscope, selon le méme protocole
détaillé dans le paragraphe III.3. « Etudes des sites d’interactions d’Elactiv’ avec les

fibroblastes : test d’adhésion ».

Immunomarquage de I’actine a-SMA des NHDF

Les NHDF ont été ensemencés comme précedemment pour I’observation du cytosquelette
d’actine. Apres 48h de culture, le milieu a été aspiré et les puits rincés trois fois au PBS. Les
NHDF ont été fixés au méthanol pur pendant 10 min a -20°C, puis rincés trois fois au PBS.
Un traitement a la BSA 5% en PBS (p/v) pendant 1 heure a température ambiante a permis de
saturer les sites aspécifiques. L’anticorps primaire : anti-o SMA (polyclonal, lapin, ab5694)
(Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) dilué au 1/400°™ dans du PBS/BSA 0,5% (p/v), a été
incubé 1h a température ambiante en chambre humide. Apres trois ringages de 5 min en PBS,
I’anticorps secondaire anti-lapin couplé a 1’Alexa fluor 488 (Invitrogen ® A11008) a été dilué
au 1/600™ dans du PBS/BSA 0,5% (p/v), et incubé lh a température ambiante et a
I’obscurité. Apres cinq ringages au PBS, les noyaux ont été contre-marqués au colorant de
Hoechst (Sigma Aldrich), dilu¢ a 1 pg/ml dans du PBS pendant 10 min a température
ambiante et a I’obscurité. Aprées trois ringages au PBS, les lamelles ont ét¢é montées en milieu

aqueux avec une solution de Permafluor (LabVision, Thermo-scientifique).
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Les lamelles ont ensuite été séchées une nuit a [’air ambiant et a [’obscurité avant

I’observation au microscope a épifluorescence Axioplan Imaging (Zeiss).

IIL.5. Influence de la protéine Elactiv’ sur la sécrétion des gélatinases

matricielles : zymographie

Au cours de cette étude, nous avons cherché a savoir si la présence d'Elactiv, dans des
cultures 2D de fibroblastes dermiques humains, pouvait entrainer une modulation du
relargage ou de ’activation des proMMP-2 et proMMP-9.

Ce protocole a également été utilisé, dans un méme objectif, avec les DGL (G2-G4)

(Dendrigraft de poly(L-lysine).

I1.5.1. Principe

La technique de zymographie consiste en une séparation électrophorétique des protéines dans
un gel SDS-PAGE contenant 0,1 % de gélatine. Les gélatinases, a savoir les proMMP-2 et -9,
ainsi que leurs formes actives peuvent étre mises en évidence par leur capacité a dégrader leur
substrat, la gélatine, laissant ainsi apparaitre des plages de lyse blanches aprés coloration au

bleu de Coomassie de la gélatine (Kleiner and Stetlerstevenson 1994) (Figure 39).

Gélatinenon  Plage de lyse
dégradée (MMP)

Pro-MMP-9 92 kDa-
MMP-9 82 kDa-

Pro-MMP-272 kDa-
MMP-2 62 kDa-

0,1 % gélatine

Figure 39 : Schématisation d’un zymogramme représentant les activités gélatinolytiques

des proMMP-2 et -9 ainsi que leurs formes actives.
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I11.5.2. Protocole

Les NHDF ont été ensemencés a une densité de 3.10* cellules.cm™ dans du milieu complet
(DMEM F-12, SVF 10%, P/S 1%) (Life Technologies). Aprés une nuit, les cellules ont été
lavées avec du milieu de culture sans SVF, puis cultivées pendant 48 h en absence de SVF.
Les milieux conditionnés ont été prélevés et centrifugés a 10 000 g pendant 10 min a 4°C, et
les surnageants ont été conservés. Les échantillons ont ensuite été¢ dilués dans du tampon
laemmli non réducteur (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8 ; bleu de bromophénol 0,01 % p/v ;
glycérol 10 % v/v ; SDS 2 %) puis bouillis 5 min a 95°C, avant leur migration dans un gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE 10 %) contenant 0,1 % de gélatine, en conditions dénaturantes et
non réductrices. La migration dans le gel de concentration a été effectuée sous une tension de
90 V puis 140 V pour le gel de séparation et ce toujours a 4°C. Apres deux lavages de 30 min
au Triton X-100 2,5 % (v/v), le gel a été incubé a 37°C pendant environ 24h dans le tampon
d’incubation (Tris/HCI 52mM pH 7,2, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, Triton X-100 0,01% v/v).
La coloration a été effectuée avec un tampon de coloration (méthanol 20 % v/v, acide
acétique 10 % v/v, colorant R250 0,2 % p/v) pendant environ 1 heure. Le gel a ensuite été

décoloré avec le méme tampon en omettant le colorant.

II1.6. Etude de la dégradation d’Elactiv’ par les métalloprotéases
matricielles

Pour la cinétique de dégradation d’Elactiv' par les métalloprotéases matricielles (MMP), les
rhMMP-12 et proMMP-2 (fournies par Elise Lambert, MCU a I’IGFL, Lyon, France) ont été
diluées respectivement a 50 pg/ml et 12,5 pg/ml dans du tampon analytique (Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, CaCl, 10 mM, NaCl 150 mM, Brij-35 0,05 % v/v). Ensuite, les rhMMP-12 et
proMMP-2 ont été activées par addition d’acétate de p-aminophénylmercurique (APMA)
(Calbiochem, Molsheim, France), aux concentrations finales respectives de 1 mM et 2 mM, a
37 °C pendant 4h. 1pg d’Elactiv' et 1 pg d’hTE, utilisée en tant que témoin positif, ont été
incubées a 30°C en présence des MMP activées, soit 5 pg/ml de rhMMP-12 ou 1,25 pg/ml de
MMP-2, seules ou en présence de 10 mM d’EDTA. Apres 0, 60 et 120 min, les réactions ont
été arrétées par ajout de 10 mM d'EDTA. La capacité de la thMMP-12 et de la MMP-2 a
dégrader Elactiv' et h'TE a été évaluée par analyse par western-blot en utilisant un anticorps

anti-alpha ¢€lastine, ab21607 (Abcam).
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IIL.7. Analyse protéique a partir de fibroblastes en western-blot

[11.7.1. Extraction protéique

L’extraction des protéines a été réalisée a partir de fibroblastes en culture. Le milieu de
culture a été ¢liminé et les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS froid. Le PBS a été
¢liminé et le tapis cellulaire a été lysé sur la glace dans du tampon NP-40 (NaCl 150 mM,
Hépes 50 mM pH 7,4, EDTA 5mM, glycérol 10% v/v, NP-40 1% v/v) complémenté
extemporanément avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases 1:25 (Complete mini protease
inhibitor cocktail tablets, Roche, Meylan, France) et Na;VO4 1 mM. Les cellules ont été
récoltées par grattage avec un rateau stérile. Aprés homogénéisation au vortex, le lysat a été
incubé sur la glace 15 min puis centrifugé 20 min a 10 000 rpm, a 4°C. L’extrait protéique

(surnageant) a été récupéré et stocké a -20°C.

I11.7.2. Dosage des protéines totales

Les dosages des extraits protéiques ont ¢été réalisés a 1’aide du kit BCA (acide
bicinchoninique) Protein Assay Reagent (Thermo-scientifique). Le principe du dosage
consiste en la réduction des ions Cu®" (réactif B) en Cu’ par les liaisons peptidiques des
protéines en milieu alcalin (réactif A). Le BCA chélate les ions Cu' avec une trés forte
spécificité pour former un complexe soluble coloré en violet. La réaction est mesurée par
I’absorbance du complexe Cu’ final & une longueur d’onde de 560 nm. L’absorbance & 560
nm est directement proportionnelle a la concentration protéique de chaque échantillon,

laquelle est comparée a une courbe standard établie de concentrations connues de BSA.

I11.7.3. Analyse des protéines totales par western-blot

Les protéines ont été analysées par la technique de western-blot décrite dans les paragraphes
[.3.2. « SDS-PAGE » et 1.3.3. «western-blot ». Les anticorps primaires utilisés sont

répertoriés dans le tableau suivant (Tableau 1) avec la dilution a adopter.
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Anticorps Fournisseu | Référence | Hote | Saturation Dilution Taille

Anti-Intégrine as Abcam ab93943 | souris Lait 5% 1/1000°™ 115

Anti-Intégrine a, Abcam ab76609 | lapin Lait 5% 1/1000°™ 128

Anti-Intégrine B; Abcam ab52971 | lapin Lait 5% 1/1000°™ 140

Anti-Fibronectine Abcam ab23750 | lapin Lait 5% 1/1000°™¢ 265

Anti-a-SMA Abcam ab5694 lapin Lait 5% 1/1000°™ | 42 kDa
Anti-FLAG Abcam ab21607 | lapin Lait 5% 1/5000°™ | 55 kDa
Sigma-

Anti-B-actine A5060 | lapin | Lait 5% 1/5000™ | 42 kDa

Aldrich

Anti-GAPDH Chemicon | MAB374 | souris Lait 5% 1/10 000°™ | 36 kDa

Tableau 1: Anticorps primaires utilisés pour les expériences de western-blot.

I11.8. Incorporation de la protéine Elactiv’ dans les fibres élastiques néo-
synthétisées

Les NHDF ont été ensemencés sur des lamelles rondes en verre de 1,4 cm’ de surface,
préalablement déposées dans des plaques 24 puits standards (1,88 cm? /puits), 4 une densité de
2.10* cellules.cm™ dans du milieu complet (DMEM F-12, SVF 10%, P/S 1%) (Life
Technologies). Cinq jours post-confluence, la protéine Elactiv’ a été ajoutée en solution dans
le milieu de culture suivant une gamme de concentrations variant de 0 pg/ml a 2 pg/ml. Huit
post-confluence, le milieu de culture a été aspiré et les puits ont été rincés trois fois avec du
PBS avant d’étre fixées au méthanol pur pendant 20 min a -20°C. Apreés 3 nouveaux ringages
au PBS, un traitement a la BSA 5% en PBS (p/v) pendant 1h a température ambiante a permis
de saturer les sites aspécifiques. Les anticorps primaires : anti-a €lastine (polyclonal, lapin, ab
21607, Abcam) dilué¢ au 1/100°™ dans du PBS/BSA 0,5% (p/v), et anti-flag (monoclonal,
souris, F3165, Sigma-Aldrich) dilué¢ au 1/600°™ dans du PBS/BSA 0,5% (p/v), ont &té
incubés 2h a température ambiante en chambre humide. Apres trois ringages de 5 min au PBS,
les anticorps secondaires ont été incubés 1h a température ambiante et a 1’obscurité.
L’anticorps secondaire anti-lapin couplé & I’Alexa fluor 488 (Invitrogen ® A11008) et
I’anticorps secondaire anti-souris couplé a ’Alexa fluor 546 (Invitrogen® A11003) ont été

dilués au 1/600°™ dans du PBS/BSA 0,5% (p/v).
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Apres cing ringages au PBS, les noyaux ont été contre-marqués au colorant de Hoechst
(Sigma Aldrich) dilué a 1 ug/ml dans du PBS pendant 10 min a température ambiante et a
I’obscurité.

Apres cinq ringages au PBS, les lamelles ont ét¢ montées en milieu aqueux avec une solution
de Permafluor (LabVision, Thermo-scientifique). Les lamelles ont été séchées une nuit a 1’air
ambiant et a I’obscurité avant 1’observation au microscope a épifluorescence Axioplan
Imaging (Zeiss). La capture d’image a été réalisée par une caméra CCD Coolsnap fx

(Photometrics) a I’aide du logiciel MetaVue (Universal Imaging Corporation).
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IV. Caractérisation de la protéine Elactiv’ comme support pour la
culture 2D de kératinocytes humains

IV.1. Les kératinocytes primaires humains

Souche de kératinocytes primaires humains

La souche KER110011, utilisée dans cette étude, a été obtenue auprés de Biopredic (Rennes,
France). Les kératinocytes, issus de la peau d’abdomen d’une femme caucasienne agée de 32
ans, ont €té recus au passage 1 (P1), amplifiés au passage 2 et utilis€s jusqu’au passage 4. Il a
été vérifié qu’a ce passage, les cellules gardent leur potentiel prolifératif et n’entrent pas en

sénescence.

Sous-culture des kératinocytes

Les kératinocytes primaires humains normaux (NHK : Normal Human Keratinocyte) ont été
cultivés a 37°C sous une atmosphére saturée en eau et comprenant 5 % de CO2, dans un
milieu sans sérum qui présente une faible concentration en calcium (0,06 mM) (Keratinocyte
Growth Medium 2, KGM2, Promocell). Ce milieu a ¢ét¢ supplémenté avec de 1’extrait
d’hypophyse bovine (BPE : Bovine Pituary Extract) a 0,004 ml.ml™”, du facteur de croissance
épidermique (EGF : Epidermal Growth Factor) a 0,125 ng.ml”, de I’insuline 4 5 pg.ml™”, de
I’hydrocortisone 0,33 pg.ml™, de 1’épinéphrine 0,32 pg.ml™, de la transferrine & 10 pg.ml™”,
de la pénicilline 100 U.ml™” et de la streptomycine & 100 pg.ml™ (Sigma-Aldrich).

Le milieu de culture (milieu complet) a été¢ changé tous les 2 jours. Afin de garder leur
potentiel prolifératif, les cellules ont ¢été détachées lorsqu’elles atteignaient 70% de
confluence. Si cette limite est dépassée, les cellules commencent a se différencier. Pour le
détachement, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS stérile (Gibco, Life
technologies) avant 1’ajout d’une solution de trypsine-EDTA (trypsine 0,05% p/v -EDTA
0,02% p/v, Sigma-Aldrich).

Les kératinocytes ont été cultivés dans un milieu sans sérum, I’action de la trypsine-EDTA a
été neutralisée par I’ajout d’un volume équivalent d’inhibiteur de trypsine (Soybean Trypsin
inbitor, Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml dans du PBS. Les cellules décollées ont été centrifugées 5
min a 200g, puis remises en suspension dans le milieu de culture. 10 pl de suspension
cellulaire ont été dilués dans une solution de bleu trypan 0,4% (Sigma-Aldrich) (dilution au

”2) pour identifier les cellules mortes, et comptées a 1’aide d’une cellule de Malassez.
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Les cellules ont été¢ ensemencées dans des boites de pétri de 100 x 20 mm Optilux Dish (BD
Biosciences Labware, Brumath, France) a une densité minimale de 4000 cellules.cm™ pour la

sous-culture.

IV.2. Etude du potentiel progéniteur des kératinocytes (Colony Forming
Efficiency)

500 NHK ont été ensemencés en triplicats sur des plaques 6 puits standards (9,40 cm?/puits)
et cultivés pendant 12 jours dans du milieu KGM2 complet. Apres 12 jours de culture, les
cellules ont été fixées avec du glutaraldéhyde 6% (en PBS) pendant 5 min et colorées au
Crystal violet 0,1% p/v (eau) pendant 30 min. Le nombre et la taille des colonies a été évalué
selon la méthode de Stachelscheid (Stachelscheid, Ibrahim et al. 2008) qui classe les colonies
en trois catégories : petites (<1 mm?), moyennes (1-2 mm?) et grandes colonies (>2 mm?),

grace au logiciel Image J®. Ce protocole a également été utilisé, dans un méme objectif, avec

les DGL (G2-G4).

IV.3. Etude de la différenciation précoce des kératinocytes

Le modéle de différenciation précoce consiste a induire les premicres étapes de la
différenciation en cultivant les kératinocytes a confluence dans un milieu sans facteurs de
croissances exogenes, correspondant a du milieu KGM2 non supplémenté (KGM2 NS). Les
premicres étapes de la différenciation des kératinocytes sont suivies en analysant I’expression
des ARNm des marqueurs spécifiques de différenciation au moment de la confluence (JO)
puis 1 (J1), 2 (J2), 4 (J4) jours apres la confluence.

La condition « 70 % de confluence », qui correspond a un état prolifératif des cellules, a été
ajoutée en tant que contrdle négatif. Pour cela, 4.10* cellules ont été ensemencées sur des
plaques 12 puits standards (3,83 cm”/puits) et cultivées dans un milieu KGM2 complet.
Lorsque les kératinocytes ont atteint la confluence, la différenciation a été induite par la
culture en milieu KGM2 non supplémenté (contenant 0,06 mM Ca’"). Les niveaux
d’expression des ARNm des marqueurs de différenciation ont été analysés par PCR en temps

réel.
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IV.4. Analyse de I’expression génique

IV.4.1. Extraction des ARN totaux

Apres avoir lavé le tapis cellulaire au PBS, les cellules ont été lysées pour en extraire I’ARN
total a 1’aide du kit « RNAeasy Mini » (Qiagen) selon les indications du fournisseur. Le
principe du kit repose sur les propriétés de liaison sélective de la membrane de silice. Apres
lyse cellulaire et homogénéisation dans un tampon hautement dénaturant, contenant de la
guanidine-thiocyanate (qui inactive immédiatement les RNases pour assurer la purification de
I’ARN total), les ARN ont ensuite été retenus sur la membrane de silice de la colonne,
essentiellement par des liaisons hydrogenes. L’éthanol 70% a permis de précipiter les ARN
tout en procurant assez d'eau pour dissoudre les sels des tampons qui eux neutralisent les
charges des ARN. Les contaminants, I’ADN et les protéines résiduelles, ont ét¢ ¢liminées par
les lavages. L'éthanol du tampon a également permis d'éluer sélectivement 'ADN afin de
n'obtenir que I'ARN. L’ARN total a été élu¢ dans 30 ul d’eau sans RNase. L’eau a permis de
réactiver la membrane de silice et de remplacer les liaisons hydrogenes silice-ARN par des
liaisons hydrogéne silice-eau. La concentration en ARN a été déterminée par dosage sur un
spectrophotomeétre (Nanodrop 2000, Thermo-scientifique). Le calcul du ratio des absorbances
a 260 et 280 nm a permis d’évaluer la puret¢ des ARN et I’absence de protéines
contaminantes. Un ratio 260/280 supérieur a 1,8 indique une pureté satisfaisante. Le ratio des

absorbances 260/230 évalue, quant a lui, la contamination par les solvants.

IV.4.2. Transcription inverse

La transcription inverse a été réalisée avec 1 pg d’ARN totaux grace au kit Revert Aid First
strand cDNA synthesis (Fermentas, Life Technologies). Apres une étape de linéarisation des
ARN de 5 min a 70°C, la transcription inverse a été réalisée a 42°C en présence d’oligo-
nucléotides dT. L’ADN complémentaire (ADNc) a alors été synthétisé par la reverse
transcriptase durant une heure.

La réaction a été stoppée par inactivation des enzymes 10 min a 70°C. Les ADNc ont alors été
placés sur glace et dilués au 1/10°™ dans de I’eau, de fagon & obtenir une concentration

correspondant a 5 ng/ul d’ARN totaux initialement.
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IV.4.3. Réaction de polymérisation en chaine en temps réel

1V.4.3.1. Principe

La PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel consiste a suivre 1’amplification de
I’ADN cible grace a la détection du SYBR Green, un composé qui devient fluorescent
lorsqu’il est intercalé dans de I’ADN double brin. La fluorescence détectée est directement
corrélée a la quantité d’ADN néo-synthétisée. La réaction de PCR produisant a chaque cycle
le double de molécules d’ADN, la quantit¢ d’ADN présente au cycle Ct (N¢¢) est
théoriquement proportionnelle a la quantité initiale de matrice cible (Ny) selon la formule

Nee= NO x 2¢°

1V.4.3.2. Amorces pour la PCR en temps réel

Les amorces utilisées pour les expériences de PCR en temps réel, dans 1’étude de la
différenciation précoce des kératinocytes en présence d’Elactiv’, sont listées dans le tableau

suivant (Tableau 2):

N . Référence ; oy Taille
génes humains , Amorcel] Séquenceamorce(5'->3") .
séquence amplicon (pb)
NM_001002.3 F: ATTGAAATCCTGAGTGATGTG
36BA (variant1)/ 144
. NM_053275.3 R: GTAGATGCTGCCATTGTC
génes de S
S (variant2)
reterence GATGGTGGTTCCTGCTGCCC
RPL13A NM_012423.2 R: GGCTTTCTCTTTCCTCTTCTCCT 140
) CC
Marqueur de GCACACTCCACCTGTCCTGA
prolifération Ki67 NM 002417.3 R: ACCTGACTCTTGTTTTCCTGATG 70
kératinocytes © |G
F: GTGGAGGCTGACATCAACGG
K10 NM_000421.3 R: CATTCACATCACCAGTGGACAC 168
Marqueur de A
iffé iati F: AGCAGCAGAAGCAGGAGGT!
différenciation IVL NM 0055472 GCAGCAGAAGCAGGAGGTG 125
kératinocytes e R:  |AGCGGACCCGAAATAAGTGGAG
F: GCTACCTACGCACGGGATATTC
. 181
ToMI NM 0003592 R: CAGGGGCTTCATGTTCTCGT

Tableau 2: Séquences des amorces utilisées, pour la PCR en temps réel, dans I’étude de

la différenciation précoce des kératinocytes primaires humains en présence d’Elactiv’.
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1V.4.3.3. Protocole

La réaction de PCR temps réel a été réalisée grace au Rotor-Gene Q (Qiagen). 25ng d'ADNc
ont ¢t¢ amplifiés en utilisant le kit FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche)
(contenant la Taq Polymerase, le SYBR Green et les ANTP), et les amorces sens et antisens a
une concentration de 300 nM final.

Le programme de PCR en temps réel a été le suivant : 10 min a 95°C (activation de la Taq
Polymérase suivie de 40 cycles de : 10 s a 95°C (dénaturation) et 30 s a 60°C
(¢longation/hybridation) et acquisition du signal a la fin de chaque ¢étape
d'hybridation/élongation. Le dernier cycle se prolonge 1 min a 60°C. Avant l'acquisition de la
courbe de fusion, les échantillons ont été¢ dénaturés 1 min a 95 ° C et ré-hybridés 1min a
55 © C. Pour l'acquisition des courbes de fusion, les échantillons ont été chauffés de 55°C a
95°C avec une incrémentation de 1°C a chaque nouveau cycle et un temps d'équilibration de

10 sec a chaque cycle.

1V.4.3.4. Quantification relative

La méthode de quantification relative fait intervenir un geéne de référence (plus communément
appelé « géne de ménage ») qui va servir de normalisateur, ici le géne 36B4 (codant pour la
protéine ribosomale RPLPO). Les résultats ont été exprimés par le rapport géne cible/geéne de
référence de chaque échantillon, lequel a été normalisé sur le rapport cible/référence d’un
¢chantillon calibrateur (condition Témoin non traité et/ou TO confluence, selon indication en
légende de figure). La normalisation par 1’échantillon calibrateur a permis de comparer le
niveau d’expression relatif des différents échantillons entre eux. L’efficacité d’amplification

de la PCR étant considéré de 2, la formule de calcul du ratio R d’expression du geéne cible

ACt échantillon - ACt calibrateur

d’un échantillon par rapport au calibrateur est R=2 ; R= (€t cible calib-

Ct cible éch) - (Ct ref calib- Ct ref éCh), d’ou I’appellation de cette méthode 2" (Livak and

Schmittgen 2001).
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V. Application de la protéine Elactiv’ dans le syndrome de

Williams-Beuren

V. 1. Les souches de fibroblastes des patients Williams-Beuren

) Contrdle apparié
N° souche | Type cellulaire | Sexe du donneur | Phénotype | Age du donneur
P068
G371 fibroblaste M WBS 8 ans
P068 fibroblaste M Sain 8 ans _

Tableau 3: Souches des fibroblastes primaires utilisées pour I’étude de la pathologie

Williams-Beuren (WB). Ces cellules sont issues du centre de Biotechnologie et de Cytogénétique
de Lyon. Le patient atteint du syndrome de Williams-Beuren a été analysé en regard de son controle
apparié, c’est-a-dire provenant de la méme zone de prélévement, du méme age et du méme sexe que le

patient.

Les cellules de patients de WB sont cultivées suivant le méme protocole que celui des

fibroblastes sains, détaillé dans le paragraphe I1I.1 « les fibroblastes dermiques humains ».

V. 2. Induction d’un dépét fibrillaire de tropoélastine dans les cellules
Williams-Beuren

Les cellules WB (souche G371) et leur contrdle apparié¢ (souche P068) ont été ensemencées
sur des lamelles rondes en verre de 1,4 cm” de surface, préalablement déposées dans des
plaques 24 puits standards, a une densité de 2.10* cellules.cm™ dans du milieu complet
(DMEM F-12, SVF (Sérum de Veau Feetal) 10%, P/S 1%) (Life Technologies). A confluence
ou cinq jours post-confluence, la protéine Elactiv’ a été ajoutée en solution dans le milieu de
culture suivant une gamme de concentrations variant de 0 pg/ml a 2 pg/ml. Huit ou dix-sept
jours post-confluence, le milieu de culture a été aspiré et les puits ont été rincés trois fois avec
du PBS. Les cellules WB ont été fixées dans du méthanol pur pendant 20 min a -20°C. La
suite du protocole suit le méme que celui détaillé dans le paragraphe III.8 « Incorporation

Elactiv’ dans les fibres élastiques néo-synthétisées ».
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V. 3. Profil d’expression génique des cellules Williams-Beuren traitées
avec Elactiv’

Les cellules WB (souche G371) ont été ensemencées a une densité de 2.10* cellules.cm™ dans
du milieu complet (DMEM F-12, SVF 10%, P/S 1%). Les cellules ont été mises au repos dans
du milieu sans sérum 16h avant le début de ’expérience, afin d’éliminer les facteurs de
croissance. Une fois la confluence atteinte, la protéine Elactiv’ et le peptide VGVAPG
(Genscript) utilisé en contrdle positif, ont été ajoutés dans le milieu de culture des cellules
WB a une concentration de 2 pg/ml, + 10 mM de L-lactose (Euromedex). Les cellules ont été
cultivées pendant 24h et 48h avant I’extraction et I’analyse de l’expression relative des
ARNm par PCR en temps réel (principes et protocoles détaillés dans le paragraphe 1V.4
«analyse de I’expression génique »). Les séquences des amorces utilisées pour la PCR en

temps réel, au cours de cette étude sont répertoriées dans le tableau 4 :

Taill
) . Référence . al_ ¢
genes humains | Amorce Séquence amorce (5'->3") amplicon
séquence
(pb)
NM 001002.3 F: ATTGAAATCCTGAGTGATGTG
36BA (variant1)/ 144
. NM _053275.3 R: GTAGATGCTGCCATTGTC
geénes de .
- (variant2)
reerence F: |GATGGTGGTTCCTGCTGCCC
RPLI13A NM 012423.2 R: GGCTTTCTCTTTCCTCTTCTCCT 140
' CcC
F: GTTGGTGGCTTAGGAGTGTCTG
EL NM 1.2 74
N _ R: CGGCACTTTCCCAGGCTTC
F: CGGCACATACTTCTGCTCCTG
FBL NM 29. 82
NS e R: GCTCACATTCGTTGATGTCTTGG
F: CTGCCCACCTGATTTTGAACTG
FBN1 NM 138.4
N Sl R: CCAGAGCGGGTATCAACACAG 60
Génes de la
ot LOX NM 002317 F: GGATACGGCACTGGCTACTTC 243
. “'cle _ St R: |TTGGTCGGCTGGGTAAGAAAT
criraceiaine Lox.Li M 0055760 F: |GCACCTCTCATACCCAGGGC o
) = - R: TGGCAGTCGATGTCCGCAT
F: GCTTTCCTCCACTGCTGCT
- M_002421. 144
MMP-1 S 40 3 R: CTTGCCTCCCATCATTCTTC
F: AATCCTAGCACAGCCAGTCTGC
NM _VUI999.5 84
FBN2 R 001999.3 R: AACCACGGTTGCCTTTGAGC

Tableau 4: Séquences des amorces utilisées, pour la PCR en temps réel, dans I’étude du

profil d’expression génique des cellules WB traitées avec la protéine Elactiv’.
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VI. Hydrogel Elactiv’

VI.1. Conception de ’hydrogel Elactiv’ réticulé par la génipine

Une solution d’Elactiv’ pure (V¢ =200 pl) a été préparée a une concentration finale de 50
mg/ml dans du PBS (150 mM NaCl, pH 7,4). Aprés homogénéisation, la solution a été
chauffée pendant 10 min a 42°C afin d’induire la coacervation. Une fois coacervée, la
solution a ¢été centrifugée a 300g pendant10 min a 42°C dans un microtube de 1,5 ml a fond
plat (8 mm de diametre) a une hauteur de 1 mm. Le surnageant a été ¢liminé. Afin d’induire la
réticulation, le culot d’Elactiv’ a été recouvert de 200 pl d’une solution aqueuse de génipine
(Sigma-Aldrich) a une concentration finale de 50 mM, toute une nuit a 42°C. Le lendemain, le

gel a été enlevé du microtube, hydraté dans du PBS, pH 7,4 et stocké a 4°C.

VI1.2. Tests mécaniques de micro-indentation

Pour étudier les propriétés ¢€lastiques de 1'hydrogel Elactiv’ (réticulé par de la génipine), telles
que le module d'¢lasticité et 1'énergie restituée par cycle, des tests d'indentation ont été

effectués sur hydrogel en immersion totale dans du tampon physiologique.

VI.2.1. Principe

L’essai d’indentation est semblable a un essai de compression. Ce test consiste a enfoncer un
indenteur rigide (ou poingon) normalement a la surface du matériau, suivant un cycle de
charge-décharge jusqu’a atteindre la consigne en effort. Cette technique permet de mesurer la
variation de la force normale appliquée Fx en fonction de la profondeur de pénétration dans le
matériau. Dans la présente étude, les tests d'indentation ont été effectués en mode effort
imposé. Le déplacement-z a été obtenu a partir d’une table de déplacement (National
Instrument) contrélée par un capteur de déplacement (Ecole Centrale de Lyon, France)
(Figure 40). Le dispositif expérimental offre une large gamme de vitesses d’indentation de 1

4100 pm.s™.
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Vis de translation
pour ’approche macroscopique

Table de déplacement

4' Capteur de déplacement |
4| Indenteur sphérique |

Figure 40: Représentation schématique du dispositif expérimental de micro-indentation

(adaptée de Pailler-Mattei, Laquieze et al. 2014).

La force normale est reliée a I’enfoncement selon une loi de puissance du type Forcenormale =
c.déplacement”. La constante ¢ et I’exposant n dépendent de la géométrie de I’indenteur et du
comportement du matériau. Dans le cas d’un matériau élastique, la courbe de charge et la
courbe de déchargent sont confondues. En revanche, pour un matériau viscoélastique, une
boucle d’hystérésis est observée entre la courbe de charge et celle de décharge. Cette boucle

est liée au caractere dissipatif du matériau viscoélastique (Figure 41).

MN)
A
F max B
= )
E
o /
= /
5
= ‘Kz
M
e > (m)
Déplacement O pmax

Figure 41: Courbe d’indentation obtenue avec un matériau viscoélastique. Le point A
indique le début du contact mécanique entre 1’indenteur et le matériau. La courbe de charge AB et
celle de décharge BC reflétent le comportement mécanique du matériau. Le point B correspond au

maximum de charge (Fymx) pour I’enfoncement maximum (d,,.x). Kz représente la raideur de contact.
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A partir de la courbe de décharge, est calculée la raideur de contact indenteur/matériau, puis a
partir de la valeur de la raideur de contact, le module d’¢lasticité du matériau est déterminé.
La raideur de contact Kz correspond a la tangente de la pente au premier point de décharge

(Sneddon 1965).

__dF

KZ - % F=Fmax

ou F (exprimé en Newton) est la force normale et, 6 (exprimé en metre) le déplacement de
I’indenteur.
Grace 4 la raideur de contact, le module d’élasticité réduit E ou module de Young (exprimé

en Pascal) est déterminé a partir de la relation suivante :

Avec a le rayon de contact indenteur/matériau défini a partir de la relation de Hertz (Hertz

1882) (Figure 42) :

3F. R
2Ky

ou F est la force normale, K7 la raideur de contact et R le rayon de I’indenteur.

Figure 42: Contact élastique entre un échantillon souple et un indenteur sphérique
indéformable, ou R est le rayon de courbure de l'indenteur sphérique, a est le rayon de contact, 6 la
profondeur de pénétration, E;,u; et E,v, étant respectivement les modules d’Young et les coefficients

de Poisson de l'indenteur et du matériau.
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Le module d’Young réduit est égal a :

1 1-v? 1-v2
1 1 2
E* Eq E,

Avec vi,E; et vp,E; étant respectivement les coefficient de Poisson et les module d’Young de
I’indenteur et du matériau. Si E;>> E,, nous pouvons considérer que E" est le module

d’Young réduit apparent du matériau. D'ou:

1_
E*

L'analyse ¢énergétique de la courbe d'indentation permet d'estimer le rapport de I'énergie
restituée par le matériau au cours de la phase de décharge (aire sous la courbe de décharge)
sur I’énergie fournie au matériau au cours de la phase de charge (aire sous la courbe de
charge) (Figure 43). Le rapport de 1'énergie restituée par le matériau est noté y et utilise
I’intégration pour calculer la surface de I’espace délimité par la représentation graphique de la

fonction F(z) dz :

fzomax Fz| décharge dz
Y= x 100

zmax
Jo

Fz| charge dz

Energie dissipée par la matériau |

— Energie fournie au
matériau

Effort normal

4—4‘ Energie restituée par la matériau |

> (m)

0 Déplacement  Zmax

Figure 43: Analyse énergétique de la courbe d'indentation. L'aire sous la courbe de charge
représente I'énergie fournie au matériau alors que l'aire sous la courbe de décharge représente I'énergie
restituée par le matériau. L'aire comprise entre la courbe de charge et celle de décharge représente

I'énergie dissipée, caractéristique d'un matériau viscoélastique.
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VI1.2.2. Protocole

Dans cette étude, la force normale appliquée a été Fy = 2 ou 4 mN pour une vitesse
d'indentation constante V = 20 um.s™'. Un indenteur sphérique en acier a été utilisé, avec un
rayon de courbure R = 1,6 mm. Aucun temps de pause n’a été appliqué entre la charge et la
décharge, et un seul cycle de charge a été effectué pour chaque test. Les tests d'indentation ont
été répétés cinq fois en des points différents de 1'hydrogel Elactiv'-génipine, préalablement
déposé dans un cristallisoir en verre rempli de sérum physiologique. Les tests d'indentation
ont ¢t¢ effectués en immersion totale dans le sérum physiologique afin d'éviter ou de
minimiser l'effet d'adhérence dii a des phénomenes capillaires entre 1'échantillon et
l'indenteur. Grace a un systeme d’acquisition LabVIEW (National Instruments, TX, USA) les
courbes d'indentation ont été enregistrées en temps réel. Les essais d’indentation ont été

réalisés a faibles charges donc non destructif vis-a-vis de 1’échantillon.

VI.3. Viabilité des fibroblastes cultivés sur 1'hydrogel Elactiv': test
Live/Dead

Les NHDF ont été ensemencés a une densité de 10 000 cellules.cm™ dans 10 pl de milieu
complet (DMEM F-12, SVF 10%, P/S 0,1) (Life technologies) sur les hydrogels Elactiv'
préalablement déposés dans des plaques 12 puits. 2h apres I'ensemencement, 1 ml de milieu
complet a été ajouté dans chacun des puits dans le but de recouvrir les hydrogels. Le
lendemain puis 2, 4 et 13 jours apres 1'ensemencement des cellules, la viabilité cellulaire a été
évaluée a l'aide du kit Live/Dead cell double staining (Sigma-Aldrich). Ce kit permet le
marquage fluorescent des cellules viables et mortes a la calcéine-AM et a l'iodure de
propidium respectivement. Bien que la calcéine-AM soit une molécule non-fluorescente, la
calcéine générée a partir de la calcéine-AM par une estérase dans les cellules viables émet une
forte fluorescence verte (Aex = 490 nm, Aem = 515 nm). En revanche, 1'iodure de propidium
n’est pas capable de passer a travers les membranes des cellules viables. Il atteint le noyau, en
passant par les zones désordonnées des membranes des cellules mortes, et s'intercale dans la
double hélice d'ADN. La calcéine et l'iodure de propidium peuvent tre excités simultanément
a 490 nm et la surveillance simultanée des cellules viables et mortes a été possible avec un
microscope a fluorescence inversée (Nikon TE300, Champigny-sur-Marne, France). La
capture d’image a ¢été réalisée par une caméra CCD Coolsnap fx (Photometrics) a I’aide du

logiciel MetaVue (Universal Imaging Corporation).

153



Matériels & M¢éthodes VI. Hydrogel Elactiv’

VI.4. Implantation des hydrogels Elactiv' en sous-cutanée chez la souris

Dans le but d'étudier in vivo la biocompatibilité et la dégradation de 1'hydrogel Elactiv', ce
dernier a été implanté en sous-cutané chez la souris. Des analyses histologiques (coloration
standard HES: Hématéine/Eosine/Safran) ont permis d'évaluer la colonisation de I'hydrogel
par les cellules murines mais également la vascularisation, la dégradation du biomatériau et la

réaction inflammatoire.

V1.4.1. Modé¢le animal

Les souris males utilisées dans cette étude étaient de la souche C56Bl6/JR]J fournie par
Janvier (Saint Genest Saint Isle, France) et étaient agées de sept semaines. A l'arrivée dans le
laboratoire, les souris ont ét¢ soumises a une période d'acclimatation d'une semaine a
l'animalerie respectant le cycle jour/nuit 12h/12h. Les animaux ont été placés dans des cages
individuelles ayant acces ad libitum a la nourriture et a de I'eau potable fraiche. Les souris ont
¢té nourries avec des croquettes standards et 1'eau de boisson a été changée deux fois par

semaine.

V1.4.2. Préparation de 1'animal

48h avant l'implantation des hydrogels, la souris a été rasée puis dépilée a 1'aide d'une créme
Veet® (Reckitt Benckiser, Massy, France) au niveau du dos laissant une zone dépourvue de
poils. Le jour de l'expérimentation, la peau du dos de la souris a ¢té désinfectée a la

Bétadine® scrub 4% (rouge).

V1.4.3. Préparation des hydrogels Elactiv’

Les hydrogels Elactiv’ (50 mg/ml) réticulés par de la génipine (50 mM) ont été préparés
suivant le protocole détaillé dans le paragraphe VI.1 « Conception de I’hydrogel Elactiv’
réticulé par la génipine ». Pour limiter les effets pyrogéniques et inflammatoires du matériau
chez la souris, les endotoxines ont été éliminées des hydrogels en les lavant successivement,
quatre fois 1 h, dans une solution d’éthanol 100%, chauffée a 100°C, par I’intermédiaire d’un
systeme de reflux. Les hydrogels ont ensuite été stérilisés une nuit dans de 1’éthanol a 70% ;
cette étape a également permis d’augmenter le caractére hydrophile de 1’hydrogel, rendu tres
hydrophobe par la protéine Elactiv’. Les hydrogels ont été rincés puis stockés dans du PBS

avant leur utilisation.
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V1.4.4. Expérimentation

L'implantation des hydrogels a été effectuée sous anesthésie générale par isoflurane
(induction de ’anesthésie a 4 %, maintien a 1 % ; 2 L/min). Quatre incisions transversales de
la peau ont été pratiquées, deux dans la partie supérieure du dos et deux dans la partie
inférieure du dos, de part et d'autre de la colonne vertébrale de l'animal. L'hydrogel,
préalablement stérilis¢, a été inséré en sous-cutané entre la peau et les muscles sous-jacents, a
1 cm environ de la zone d'incision, dans une poche créée artificiellement lors de la séparation
du tissu conjonctif du tissu cutané, évitant toute déviation de la position de 1’hydrogel au
cours du temps (Figure 44). Une suture de polyfon (Ethicon, Issy Les Moulineaux, France) a
permis de refermer les incisions. Quatre semaines apres 1’implantation des hydrogels Elactiv’,
la souris a été anesthésiée par une injection intrapéritonéale de 150 ul d’un thiopental
(Nesdonal, Merial, Lyon, France) a 50 mg/ml (dans du sérum physiologique). Dans un
sommeil profond, la souris a ensuite été euthanasiée par une injection intracardiaque d’une
dose létale d’anesthésique (entre 200 pl et 500 pl de Nesdonal a 50 mg/ml), dans le but de

prélever par la suite le tissu cutané.

H,

Incision

Hp

Figure 44: Schéma d'implantation des hydrogels Elactiv' (HA - HD) en sous-cutanée

chez la souris.
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VL.S5. Techniques d’histologie

VIL.5.1. Préparation des échantillons inclus en paraffine

Les échantillons de peau de souris, contenant I’hydrogel Elactiv’ (visualisé facilement par sa
coloration bleue), ont été placés entre deux mousses dans des cassettes d’inclusion avant
d’étre fixés dans une solution d’AFA (Fixative AFA liquid, Carlo Erba, Val-de-Reuil, France)
pendant 24h a température ambiante. La fixation protége la structure tissulaire et maintien les

¢échantillons a plat pour faciliter leur inclusion orientée en paraffine.

Apres 24h, les échantillons ont été déshydratés et inclus en paraffine dans un automate
(HMP110, Micron) selon le protocole suivant : un bain de 1h en éthanol 100%, cinq bains de
lh en acétone, trois bains de 1h en xyléne, puis deux bains de 1h30 en paraffine a 60°C.
Le bloc de paraffine a ensuite été refroidi au minimum 1lh a -20°C avant son utilisation.
Des coupes de 5 pm d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un microtome sur des lames
silanisées, préalablement traitées par une solution d’albumine glycérinée. Les lames ont été
placées 5 min a 37°C afin de faciliter 1’é¢talement et I’adhérence des coupes. Les lames ont
ensuite €té égouttées en enlevant I’excédent d’albumine glycérinée, puis séchées une nuit a

37°C avant la coloration Hématoxyline-Eosine-Safran.

VI.5.2. Coloration histologique a I’Hématoxyline-Eosine-Safran

La coloration Hématoxyline-Eosine, réalisée par I’entreprise Novotec (Lyon, France) a permis
d’observer la structure et la morphologie du tissu. L’Hématoxyline de Harris est un colorant
basique qui colore la chromatine a I’intérieur des noyaux en violet. L’Eosine G et le safran
colorent les ¢léments matriciels en jaune-rosé et le cytoplasme en rose. Avant la coloration,
les coupes ont été déparaffinées et progressivement réhydratées selon le protocole suivant : 2
x3 min en Méthylcyclohexane, 3 min en Ethanol 100 %, 3 min en Ethanol 75 %, 5 min en
Ethanol 50 %, 3 x 5 min en eau déminéralisée. La coloration a ’Hématoxyline a été réalisée
par un bain de 2 min dans le colorant pur, suivi d’un rincage de 4 min a I’eau courante. La
coloration a I’Eosine a été réalisée par un bain de 5 min dans le colorant pur, suivi d’un
rincage de 4 min a I’eau courante. Les lames ont ensuite été déshydratées par des bains
successifs d’Ethanol 75 %, Ethanol 100 % et Méthylcyclohexane (3 min/bain). Les coupes ont
été montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage Mountex (Microm, Francheville,

France) et laissées sécher une nuit a température ambiante.
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VII. Les dendrigrafts de poly(L-lysine) : DGL

Il s’agit de polymeres de structure sphérique constitués uniquement de résidus de lysines et
qui se développent de manicre arborescente (Figure 45). Ces composés sont trés solubles
dans I’eau et présentent une haute densité de fonctions -NH, en surface qui sont protonées
formant des poly-cations en solvant aqueux (en milieu neutre ou acide) (Collet, Souaid et al.
2010). Ces DGLs présentent une grande capacité et flexibilit¢ de greffage, une résistance a la
stérilisation ainsi qu’une bonne biocompatibilité. Ces DGLs peuvent aussi représenter des
molécules cages avec un volume libre interne de 1’ordre de 80% capable de piéger différent
composés en son sein. Plusieurs études ont déja mis en évidence des avantages au niveau
biologique comme leur furtivité au niveau du systéme immunitaire (Romestand, Rolland ef al.
2010). Ils peuvent aussi passer la barriere hémato-encéphalique suite a des modifications
chimiques comme le greffage d’une molécule d’adressage (la leptine) (Liu, Guo ef al. 2013).
Enfin, intégrés au sein d’un systeme multicouche dans le cadre de la reconstruction dentaire,
ils potentialisent le systéeme en le role de réservoir pour les molécules d’intérét (Fioretti,
Mendoza-Palomares et al. 2010). Ces différentes caractéristiques font des DGLs des candidats

prometteurs en ingénierie tissulaire.

Génération G1 G2 G3 G4 G5
Structure Linéaire DGL DGL DGL DGL
:"f‘?m";ﬂ“";n:‘;‘ff“" ne 1450 8600 22000 65300 172300
Diamétre & pH 7 (nm) 2 45 7 11 16
Nombre de motifs lysines B8 48 123 365 963
Polydispersité 1.2 1,38 1,48 1,36 1,45
Taux de branchement 100% 81% B0% B65% &4%
Volume libre (%) 072 0,766 0,804 0,825 0,79

et » 35

G1
8 lysines— 2 nm G2
48 lysines —4,5 nm

123 lysines—7 nm G4
365 lysines - 11nm

Figure 45: Caractéristiques et illustration de la structure arborescente des dendrigrafts
de poly(L-lysine) au cours des générations successives (Données fournies par COLCOM).
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VII.1. Caractérisation des surfaces greffées de DGL par microscopie a
force atomique

VII.1.1. Principe

La Microscopie a Force Atomique (AFM pour Atomic Force Microscopy en anglais) est une
technique permettant de visualiser avec une résolution nanométrique la morphologie
tridimensionnelle de la surface de tous types d’échantillons (métaux, polymeres, échantillons
biologiques) de différentes formes (films, fibres, poudres), a 1’air, en atmosphere contrélée ou
en milieu liquide. Le principe de I'AFM consiste a mesurer les différentes forces d’interaction
entre une pointe idéalement atomique fixée a ’extrémité d’un bras de levier, et les atomes de
la surface d’un matériau (forces de répulsion ionique, forces de van der Waals, forces
¢lectrostatiques, forces de friction, forces magnétiques...). La déflexion du levier est suivi en
positionnant un faisceau laser sur la face supérieure du levier, le faisceau est réfléchi sur un
miroir puis tombe sur des photodétecteurs qui enregistrent le signal lumineux. Les
déplacements x,y,z se font grace a une céramique pié¢zo-¢électrique (Figure 46). Le balayage
en x,y peut aller de quelques nanomeétres a 140 um. La sensibilité en z étant de la fraction de

nanomeétre et le déplacement en z peut aller jusqu'a 3,7 um.

Photodiode
quatre quadrants

Laser

. Microlevier
Electronique de

régulation

Surface

Pointe

Systeme de
controle

Tube piézoélectrique

Figure 46 : Schéma de principe du microscope a force atomique fonctionnant en mode «
tapping » (http://www.biophyresearch.com).
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L’utilisation de I’AFM en mode contact permet d’obtenir la meilleure résolution, mais les
forces adhésives (forces de capillarité et électrostatiques surtout) et les forces de friction
augmentent la force totale, pouvant endommager la pointe et 1’échantillon (en particulier les
¢chantillons biologiques). Ces inconvénients peuvent &tre évités en travaillant en milieu
liquide ou les forces de capillarité sont alors supprimées, mais il existe toujours I’influence
des forces de friction. Pour pallier a cet inconvénient, des modes résonants ont été développés

dont le mode « tapping » utilisé dans notre étude.

L’AFM en mode « tapping » consiste a faire osciller le levier, en surface de 1’échantillon, pres
de sa fréquence de résonance, a une amplitude suffisamment élevée de fagon a ce que la
pointe traverse la couche de contamination habituellement présente sur toute surface analysée.
Lorsque la pointe interagit avec la surface de 1’échantillon, I’amplitude décroit (car la
fréquence de résonnance change). La variation de I'amplitude d'oscillation est utilisée comme
signal d'asservissement afin de corriger le déplacement en z, pour conserver l'amplitude
constante et ainsi suivre la morphologie de surface. La résolution est un peu moins bonne que

dans le mode contact mais la résolution moléculaire peut tout de méme parfois étre obtenue.

VIIL.1.2. Protocole (réalis¢ par COLCOM )(Coussot, Faye et al. 2011)

Des DGL de plusieurs générations (G2 a G4), fournis par I’entreprise COLCOM (Clapiers,
France), ont été greffés sur des lames en verre (lames époxydes Corning®, référence 40042)
en utilisant la méme chimie et le méme protocole décrit plus loin dans le paragraphe VIII.1.2
« greffage covalent des DGL ». Les lames ont été rincées avec de I’eau déminéralisée puis
séchées a I’air comprimé. Les résultats ont été obtenus par analyse de la surface en utilisant un
microscope a force atomique digital, de dimension 3100 (Veeco Instrument) a 1’air ambiant et
a température ambiante en mode « tapping ». Une pointe classique (Nanocapteurs FM) avec

un rayon de courbure de 5 nm a été utilisée pour ces expériences.
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VIIL.2. Caractérisation des DGL comme support pour la culture 2D de
fibroblastes dermiques humains

VIL.2.1. Les fibroblastes dermiques humains

La souche FP220397, isolée a partir de prépuce néonatal d’un donneur sain, a été utilisée.
Cette souche a été obtenue aupreés de la Banque des Tissus et Cellules du laboratoire des
Substituts Cutanés, du Centre de Ressources Biologiques (CRB) des Hospices Civil de Lyon.
Les FP220397 on été cultivés dans les mémes conditions que les NHDF (décrites dans le

paragraphe III.1.).

VIL2.2. Viabilité et prolifération des fibroblastes en présence des DGL: test Uptiblue®

Les FP220397 ont été ensemencés sur des plaques 96 puits a raison de 4.10° cellules.cm™ et
incubés une nuit dans du milieu complet (DMEM F-12, SVF 10%, P/S 0,1%) (Life
technologies) pour permettre 'adhérence des cellules.

Les tests de viabilité¢ cellulaire ont été réalisés 24h aprés l'ensemencement des cellules, en
phase homogene, en ajoutant de la Poly-L-Lysine linéaire (PLL) (Sigma-Aldrich), en contréle
positif, et les DGL (G2-G4) suivant une gamme de concentration variant de 1 a 50 pg/ml,
dans le milieu de culture.

Les tests de prolifération cellulaire ont, quant a eux, été réalisés en phase hétérogéne sur des
surfaces greffées de PLL et DGL (G2-G4) suivant le protocole décrit plus loin dans le
paragraphe VIII.1.2 « greffage covalent des DGL », avec en contrdle négatif la plaque brute.
La viabilité et la prolifération cellulaire ont été mesurées tous les deux jours pendant quatre
jours, en ajoutant un indicateur fluorimétrique métabolique, 1’Uptiblue (Interchim,
Montlugon, France), dans le milieu de culture. L'Uptiblue est non toxique et stable pour les
cellules, et se compose dun indicateur d'oxydo-réduction qui produit un changement
colorimétrique du milieu de culture (bleu a pourpre), et un signal fluorescent en réponse a
l'activit¢ métabolique cellulaire. Aprés 3h d'incubation en présence d'UptiBlue, les
surnageants ont été récoltés, transférés dans une plaque 96 puits noire, et la fluorescence a été
mesurée dans un lecteur microplaque Tecan Infinite® M1000PRO & 540 nm et 590 nm pour

des longueurs d'onde d'excitation et d'émission respectives.
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VII1.2.3. Etude de 1’étalement et de 1’adhérence des fibroblastes cultivés sur des

surfaces fonctionnalisées avec les DGL (G2-G4)

VII.2.3.1. Etalement des fibroblastes sur les DGL : microscopie confocale

L’¢étalement des fibroblastes FP220397 a été évalué sur des lames en verre 8 puits (labtek,
Merck, Millipore) fonctionnalisées avec des DGL-G3 ou de la PLL. 30 et 60 min apres
I’ensemencement, le milieu de culture a été aspiré et les puits ont été rincés doucement une
fois avec du PBS. Les cellules ont ensuite été fixées avec du paraformaldéhyde 4% (v/v)
(Sigma-Aldrich) pendant 20 min et rincées trois fois avec du PBS. Les noyaux cellulaires et
les réseaux d’actine ont été marqués en utilisant respectivement le Hoechst (Sigma-Aldrich) et
la phalloidine-TRITC (Sigma-Aldrich a une concentration de 1 pg/ml dans du PBS pendant
15 min a température ambiante et a I’obscurité. Apres trois ringages au PBS, les lamelles ont
¢té montées en milieu aqueux avec une solution de Permafluor (LabVision, Thermo-
scientifique). Les images ont été acquises avec le microscope confocale Olympus FV10i en

utilisant I’objectif @ immersion X60.

VII.2.3.2. Adhérence précoce des fibroblastes sur les DGL

Préparation de la plaque de culture
De la PLL (Sima-Aldrich), en contrdle positif, et les DGL (G2-G4) ont été adsorbés sur une
plaque 96 puits (0,32 cm?/puits), a une concentration de 10 pg/ml dans du PBS. La plaque a

¢té incubée 2h a température ambiante, puis lavée trois fois au PBS et séchée sous la hotte.

Protocole

Le test d’adhésion cellulaire utilisant la méthode au Percoll a été adaptée d’aprés Goodwin et
Pauli (1995). Les cellules en culture ont été détachées par action d’une solution de
trypsine/EDTA et transférées dans un tube contenant du milieu sans SVF avec un inhibiteur
de la trypsine (Trypsin Soybean Inhibitor). Les cellules ont été centrifugées a 200 g pendant 5
min a 25°C puis resuspendues dans du milieu DMEM F-12 sans SVF a la densité de 3.10°
cellules.ml”’. La suspension cellulaire a été répartie dans une plaque 96 puits greffée avec les
différents polymeres (PLL et DGL G2-G4), a raison de 100 pl/puits. Le contrdle correspond a
la plaque brute (sans greffage).
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L’adhérence cellulaire dure 5 min, puis une solution de Percoll (1,10 g/l) a été ajoutée pour
séparer les cellules non-adhérentes. Les cellules adhérentes ont ensuite été fixées avec une
solution de Percoll plus dense (1,13 g/l) contenant 10 % de glutaraldéhyde. Les surnageants
ont été éliminés et les cellules lavées trois fois avec du PBS. Enfin, les cellules ont été
colorées avec du Crystal Violet. L’excédent de colorant a été éliminé et le colorant, pié¢gé
dans les cellules, a été dissout par une solution de SDS 2 % p/v. L’absorbance a été lue a 570

nm avec un lecteur de microplaque (Infinite M1000, Tecan).

VIl.2.3.3. Adhérence tardive des fibroblastes sur les DGL

Apres avoir observé une augmentation de 1’adhérence précoce des fibroblastes, en présence
des DGL, les cultures ont été prolongées pour mettre en €vidence un systeme d’adhérence
active par l'intermédiaire de l'intégrine asp;, une des intégrines majoritaires dans le fibroblaste

dermique.

Préparation de la plaque de culture

De la PLL (Sigma-Aldrich), en controle positif, de la BSA (Euromedex) en controle négatif,
et les DGL (G2-G4) ont été adsorbés sur une plaque 6 puits (9,6 cm?/puits), a une
concentration de 10 pg/ml dans du PBS. La plaque a été incubée 2h a 4°C, puis lavée trois

fois au PBS et séchée sous la hotte.

Protocole

Les fibroblastes FP220397 ont été ensemencés & une densité de 3.10* cellules.cm™ dans du
DMEM F-12, SVF 2%, P/S 1% sur les plaques 6 puits au fond desquelles ont adhérés les
polymeres. Les cellules ont été laissées 72h en culture avant l'extraction des protéines totales
et l'analyse protéique de l'intégrine asB; par western-blot, dont le protocole est décrit dans le

paragraphe II1.7 « Analyse protéique a partir de fibroblastes en western-blot ».
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VIII. Etude de I’assemblage de I’unité hybride

VIII.1. Test ADECA « Amino Density Estimation by Colorimetric Assay »

Dans le but de valider 1’assemblage de I’unité hybride (Dendrigraft de Poly(L-lysine) (DGL)
+ Elactiv’), un test ADECA a été réalisé. Le greffage covalent d'Elactiv' a la surface des DGL
requiert un bras espaceur, le NHS-C4-maléimide (fourni par COLCOM), qui de part son
groupement maléimide, réagit préférentiellement avec la fonction thiol (-SH), présent au
niveau de l'extrémité N-terminale de la protéine élastique, pour former une liaison thioéther

(Figure 47). Cette réaction est rendue possible en milieu tamponné (pH 6,5-7,5).

Elactiv’

S/

A

NHS-C4-maléimide

(o]

—
=

NH

Figure 47: Schéma représentant 1'assemblage de 1'unité hydride (DGL-G3 + NHS-C4-

maléimide + Elactiv').
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VIII.1.1. Principe

Le test ADECA est une méthode validée par I’entreprise COLCOM et brevetée par le Centre
National d’Etudes Spaciales (Coussot, Nicol et al. 2009) (Coussot, Perrin et al. 2011)
permettant de caractériser et contréler, de facon précise et reproductible, la densité¢ de
groupements amines primaires (NH;") sur une grande variété de supports (géométrie, nature)
en utilisant différentes méthodes de greffage (covalent, adsorption). C’est un procédé
colorimétrique rapide reposant sur une interaction spécifique NHy/bleu de Coomassie (CBB,
Coomassie Brillant Blue). Apreés lavages pour ¢liminer le bleu qui n’a pas réagit, le bleu

complexé aux groupements amines est ¢lué et quantifié (Figure 48).

@ Adsorption ou © Coloration au © Lavage
greffage DGL-G3 bleu de Coomassie

@ CFlution et quantification
du colorant libre

Figure 48: Principe du Test ADECA «Amino Density Estimation by Colorimetric Assay».

VIIIL.1.2. Préparation des plaques

La protéine Elactiv' a été greffée covalemment a la surface des DGL-G3 par I'intermédiaire
d'un bras espaceur, le NHS-C4-maléimide. Les DGL ont dans un premier temps été adsorbés
puis greffés sur des microplaques pour un contrdle optimal de la densité de groupements

amines primaires.

Adsorption des DGL-G3 sur plaques

Les DGL-G3 ont été adsorbés sur une microplaque de polystyréne standard (0,32 cm?/ puits) a
une concentration finale de 10 pg/ml dans du PBS pendant 2h a 4°C. La microplaque a été
rincée trois fois dans du PBS. Le bras espaceur, NHS-C4-maléimide, a été greffé sur les
DGL-G3 suivant une gamme de concentration variant de 0 a 2,8 mg/ml dans du PBS pendant
2h a température ambiante. La microplaque a une nouvelle fois été rincée trois fois au PBS,
avant le greffage d'Elactiv' sur le groupement maléimide suivant une gamme de concentration
variant de 0 a 100 pg/ml dans du PBS pendant 2h a 4°C. La microplaque a été rincée trois fois

au PBS.
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Ce protocole a été utilisé avec une large variété de tampons de greffage, notamment des
tampons salins (PBS, NaCl (0,3 M- 0,5 M) ; Hépés ; Tris-HCI 20 mM pH 7) dans le but de
diminuer les forces de répulsions entre les DGL-G3 et Elactiv’ mais également avec des
détergents (PBS, Tween 0,1 a 1% v/v) dans la perspective de débobiner Elactiv' et ainsi
présenter sa fonction thiol (-SH), présent au niveau de son extrémité N-terminale, au

groupement maléimide du bras espaceur.

Greffage covalent des DGL-G3 sur plaques

Ce protocole a été mis au point et validé par COLCOM (Coussot et al., 2011) dans le but
d’obtenir une monocouche homogene de polymeéres sur la surface des microplaques de
polystyréne. Pour cela, les DGL-G3 ont été greffés sur une microplaque Costar DNA bind
(0,32 cm?/ puits) 4 une concentration de 10 mg/ml pendant 12h & température ambiante dans
du tampon carbonate (0,1 M ; pH 9,6). Apres greffage, les DGL-G3 qui n'ont pas réagi ont été
¢liminés en lavant deux fois la microplaque avec du tampon carbonate (0,1 M ; pH 9,6) avant
d'étre plongée dans un bain a ultrasons, contenant un mélange de tampon carbonate 0,25 M
pH 11,25 avec du méthanol (v/v, 1:1), pendant 2h a température ambiante. La microplaque a
¢té¢ lavée dans de l'acide acétique 1% (v/v) puis dans l'eau. Le bras espaceur, NHS-C4-
maléimide, a été greffé sur les DGL-G3 suivant une gamme de concentration variant de 0 a
2,8 mg/ml dans du PBS pendant 2h a température ambiante. La microplaque a été¢ plongée
dans un bain a ultrasons contenant du PBS-T 0,1% (v/v) pendant 2 min a température
ambiante, puis lavée a 1'eau. Elactiv' a été greffée sur le groupement maléimide suivant une
gamme de concentration variant de 0 a 100 pg/ml dans du PBS pendant 2h a 4°C. La
microplaque a été plongée une derniere fois dans un bain a ultrasons contenant du PBS-T

0,1% (v/v) pendant 2 min a température ambiante, puis lavée a I'eau.

VIII.1.3. Préparation du CBB (Coomassie Brillant Blue)

50 mg de CBB (Coomassie Brillant Blue) (Sigma-Aldrich) ont été pesés et placés dans une
fiole jaugée en verre de 100 ml et 5 ml d’acide acétique (CH3;COOH) ont été ajoutés. Apres
avoir bouché la fiole en verre, celle-ci a été placée 10 sec dans un bain a ultrasons afin
d’homogénéiser la solution. Puis, 10 ml de méthanol (MetOH) ont été ajoutés a la solution
avant de procéder a la méme étape d’homogénéisation. Apres dissolution compléte, 70 ml
d’eau ultra pure (18 MQ) ont été ajoutés dans la fiole, qui a ensuite été recouverte d’un film
d’aluminium et placée une derniére fois pendant 10 sec dans le bain a ultrasons dans le but

d’homogénéiser et de dégazer la solution.
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La fiole a été sorti du bain et laissée bouchée pendant 10 min a température ambiante avant
d’ajuster le trait de jauge avec de I’eau ultra pure. La solution de coloration a été stockée a la

lumicre et a température ambiante.

VIIIL.1.4. Test ADECA

Le test ADECA a été effectué¢ dans les micropuits fonctionnalisés, apres lavage avec de I'eau
ultra pure. L'étape de coloration a été effectuée en ajoutant 200 pl par puits de solution de
coloration CBB (500 mg/l de CBB dissous dans du méthanol 10% v/v, de l'acide acétique 5%
v/v, et de l'eau ultra pure 85%) pendant 2 min a température ambiante, sous agitation
constante. L'exces de colorant a été éliminé en lavant les micropuits trois fois avec du tampon
de décoloration (méthanol 10% v/v, acide acétique 5% v/v, et eau), et deux fois avec de l'eau
ultra pure. L'étape de détection a été réalisée en ajoutant 250 pl par puits de tampon de
détection (mélange de tampon bicarbonate de sodium a 250 mM pH 11,25 avec du méthanol
1:1v/v), la solution devient rose. Apres agitation, les 250 pl de solution ont été retirés et
placés dans de nouveaux micropuits de polystyréne contenant 20 pl d'acide chloridrique
(HCI) 3N. Le bleu de Coomassie s'est acidifi¢ et a retrouvé sa couleur bleue initiale.
L'absorbance a été lue a 611 nm avec un lecteur microplaque Tecan Infinite® M1000PRO

(Tecan).

VIIIL.2. Controle du greffage par immuno-marquage

Cette technique a permis de vérifier le greffage d’Elactiv' sur le bras espaceur (NHS-C4-
maléimide) par I’intermédiaire de ’anticorps anti-flag, spécifique a I’extrémité N-terminale

de la protéine élastique.

VIIIL.2.1. Principe

La technique en phase solide est une technique immuno-enzymatique de détection qui
permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée produite par
l'action sur un substrat d'une enzyme préalablement fixée a un anticorps secondaire. Le test se

compose de quatre grandes étapes :
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1) Fixation de Pantigéne : L’antigéne connu (Elactiv’), spécifique de I’anticorps a doser
(anticorps anti-flag), est adsorbé sur une microplaque, qui est ensuite lavée pour éliminer les
antigenes non fixés.

2) Fixation de ’anticorps a doser : L’anticorps a doser (anticorps anti-flag) est incubé en
présence de 1’antigéne. Les anticorps non fixés sont éliminés apres le lavage des puits. Un
lavage des puits est nécessaire pour enlever les anticorps non fixés.

3) Fixation de I’anticorps de détection : Un anticorps secondaire couplé a une peroxydase
(anti-IgG couplé a HRP « HorseRadish Peroxidase ») est incubé en présence du complexe
antigene-anticorps (Elactiv’- Anticorps anti-flag). Il va reconnaitre spécifiquement I’anticorps
primaire. La peroxydase est une enzyme de type oxydase, permettant la dégradation des
peroxydes. L’oxydation de divers substrats permet d’obtenir un composé¢ chromogénique
comme produit final. Un lavage des puits est nécessaire pour enlever les anticorps secondaires
non fixés.

4) Révélation colorimétrique : Un substrat spécifique a I’enzyme (le TMB : 3,3'5,5'-
tétraméthylbenzidine) est ajouté. Si la réaction est positive (présence de I’anticorps
recherché), le substrat va étre transformé et induire une coloration bleue. La réaction est
arrétée avec de I’HCI 2N ou de I’acide sulfurique (H,SO4) 1N avant que le témoin négatif de
devienne bleu, entrainant une coloration jaune des puits. L'absorbance est lue a 450 nm.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines immobilisées.

VIIIL.2.2. Protocole

Dans le but de valider le greffage de la protéine Elactiv' sur le groupement maléimide du bras
espaceur (NHS-C4-maléimide), la technique d’immuno-marquage a ¢été utilisée en dosant
I’anticorps anti-flag spécifique d’Elactiv’. Ainsi si Elactiv’ se greffe, par sa fonction thiol
libre, au NHS-C4-maléimide (lui-méme greffé a la surface des DGL-G3), alors I’anticorps
anti-flag reconnaitra spécifiquement 1’étiquette flag présent a [’extrémité N-terminale
d’Elactiv’. La fixation de I’anticorps secondaire anti-HRP et I’ajout de TMB induira une
coloration bleue des puits confirmant ainsi le greffage d’Elactiv’ sur le NHS-C4-Maléimide
(Figure 49). En revanche, si la coloration bleue se confirme également pour la condition
DGL-G3 + Elactiv’ sans greffage covalent, cela signifiera que la protéine s’adsorbe a la

surface des DGL.
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Figure 49: Greffage par immuno-marquage de I’unité hybride (DGL-G3 + NHS-C4-

maléimide + Elactiv’).

Pour le greffage par immuno-marquage, les DGL-G3 et Elactiv’ ont été adsorbés sur une
microplaque Nunc aux concentrations respectives de 10 pg/ml et 50 pg/ml dans du PBS, 2h a
4°C. Le NHS-C4-maléimide a été, quant a lui, greffé a 0,28 mg/ml dans du PBS, 30 min a
température ambiante. Le tampon de ringage utilisé, entre chaque greffage, était du PBS-
Tween (PBS-T) 0,1% v/v. Les puits ont ensuite été saturés avec de la BSA 5% dans du PBS-T
0,1% v/v (200 pl/puits), 1h a température ambiante. L’anticorps primaire anti-flag, anti-souris
(A2220 Sigma-Aldrich), dilué au 1/50000°™ dans du PBS-T 0,1% v/v, (100 pl/puits) a été
ajouté pendant 1h a température ambiante. Les puits ont ensuite été lavés trois fois au PBS-T
0,1% v/v avant d’ajouter ’anticorps secondaire anti-souris couplé a la peroxydase (32430,
Thermo Scientific), dilué au 1/100000°™ dans du PBS-T 0,1% v/v (100 pl/puits), 1h a
température ambiante. Les puits ont lavés cinq fois au PBS-T 0,1% avant d’ajouter le TMB
(Thermo Scientific) (100ul/puits). La réaction a été arrétée avec de I’HCI 2N ou de ’acide
sulfurique (H,SO4) IN avant que le témoin négatif ne soit devenu bleu, entrainant une
coloration jaune des puits. L'absorbance a été lue a 450 nm avec un lecteur microplaque

Tecan Infinite® M1000PRO (Tecan).
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VIII.2.3. Greffage covalent d'Elactiv' sur N-(5-fluorescéine) maléimide

Dans le but de valider 1’accessibilit¢ du thiol libre de la protéine Elactiv’, un groupement
maléimide couplé a un fluorophore a été utilisé. Le choix du fluorophore s'est orienté vers le
N-(5-fluorescéine) maléimide (Sigma-Aldrich). Ce groupement maléimide-fluorescéine a
ainsi permis de suivre la réaction entre le thiol libre, présent a I'extrémité N-terminale de la

protéine, et le groupement maléimide du bras espaceur (Figure 50: cercle en rouge).

§ } Elactiv'
} maléimide
O,

O re
‘ ‘ fluorescéine
HO O OH

Figure 50: Réaction entre le N-(5-fluorescéine) maléimide et la protéine Elactiv'.

Pour cela, différentes conditions ont été testées, a savoir : (1) N-(5-fluorescéine) maléimide
(contréle négatif); (2) DGL-G3 + N-(5-fluorescéine) maléimide (contréle négatif); (3) DGL-
G3 + Elactiv' + N-(5-fluorescéine) maléimide (cette condition a permis de confirmer ou non
I'adsorption de la protéine & la surface des DGL); (4) Elactiv' + N-(5-fluorescéine) maléimide

(réaction étudiée).

Les DGL-G3 et Elactiv' ont été¢ adsorbés sur une microplaque de polystyréne standard (0,32
cm?/ puits) & une concentration finale de 10 pg/ml dans du PBS pendant 2h a 4°C. La
microplaque a été rincée trois fois au PBS ou PBS-T 0,1 % v/v. Aprés sa solubilisation dans
du N,N-diméthylformamide (DMF), le N-(5-fluorescéine) maléimide a été greffé sur les DGL-
G3, Elactiv' et DGL + Elactiv' a une concentration finale de 0,5 mg/ml dans du PBS pendant
30 min a température ambiante. La microplaque a été rincée trois fois puis 200 ul de PBS ou
PBS-T 0,1 % v/v ont été ajoutés dans chacun des puits avant lecture de la fluorescence au
lecteur microplaque Tecan Infinite® MI1000PRO (Tecan) a 492 nm et 518 nm pour des

longueurs d'ondes d'excitation et d'émission respectives.
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IX. Hydrogel composite Elactiv’/DGL-G3

IX.1. Conception de I’hydrogel

Afin de former un hydrogel composite Elactiv’/DGL-G3, les fonctions amines des résidus
lysine du DGL ont été réticulées par I’intermédiaire d’un bras de réticulation (le polyéthyléne
glycol, de masse moléculaire 2000 g.mol ") possédant une double fonctionnalité succinimidyl
(0,0'-Bis[2-(N-Succinimidyl-succinylamino)éthyl] : NHS-PEG-NHS (Sigma-Aldrich). Les
réactions successives du NHS-PEG-NHS sur les amines des DGL ont permis de former un

réseau réticulé par la création de fonctions amides.

La porosité au sein des hydrogels a ét¢ obtenue par I’incorporation de billes de paraffines de
granulométrie contrdlée. Ces dernicres ont €té préparées par une méthode d’émulsion. 150 ml
d’une solution de 0,5 % d’alcool polyvinylique dans de I’eau pure (PVA, de masse
moléculaire 44,0526 g.mol™, Sigma-Aldrich) ont été chauffés a 70°C. En paralléle, 5g de
paraffine (Sigma-Aldrich) ont été mis a fondre en veillant a ce qu’il n’y ait pas d’ébullition.
En maintenant une température de 70°C, une forte agitation a été mise en place dans la
solution de PVA par un agitateur magnétique et un barreau aimanté. La paraffine liquide a
alors été versée et I’agitation conservée pendant 30 min. A ce terme, la solution de PVA-
paraffine chaude a été versée dans un bain d’eau glacée afin de solidifier la paraffine sous
forme de billes. Les billes ont ensuite été filtrées successivement avec des tamis de 250um,
180 um, 100pum et 50 um afin de les séparées par granulométrie, puis les différentes fractions

collectées ont été lyophilisées et conservées a 4°C.

La formation des gels poreux se fait en déposant 500 mg de billes de paraffine dans un
microtube 2 ml MCT-200-L-C (Guenine Axygen Quality). Les billes ont été tassées au fond
du tube par tapotement et par centrifugation (centrifugeuse de paillasse, 15 sec, 800 rpm).
Puis 200 pl d’une solution de DGL a 100 mg/ml (PBS) a été mélangée a une solution de 150
pl de protéine Elactiv’ a une concentration de 2,2 mg/ml (PBS), et le tout a été conservé sur
glace. Une solution de NHS-PEG-NHS (400 mg/ml de DMF, Sigma-Aldrich) a ensuite été
ajoutée au mélange précédent, puis vortexée et déposée a la surface des billes dans le
microtube de 2ml. Rapidement, une centrifugation (1-2 sec) a été appliquée pour faire
pénétrer le gel au sein du réseau de billes de paraffine. La réticulation est effective en une

quinzaine de sec.
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L’extraction de la paraffine a été effectuée par des bains successifs des hydrogels dans de
I’éthanol pur port¢ a ¢ébullition. Trois bains d’une heure sont suffisants pour extraire
visuellement la totalité de la paraffine. Les hydrogels poreux ont ensuite ét¢ placés dans du

PBS et conservés a 4 °C pour une utilisation ultérieure.

IX.2. Analyse mécanique dynamique (AMD)

IX.2.1. Principe

L'analyse mécanique dynamique est une technique de grande précision pour mesurer les
propriétés viscoélastiques des matériaux. Elle consiste a appliquer une déformation
sinusoidale a un échantillon et mesurer la force résultante transmise par ce dernier a 1’aide
d’un analyseur mécanique dynamique. Cet instrument permet la réalisation d'analyses
automatisées en appliquant a un échantillon une excitation dynamique controlée en fréquence
et en amplitude dans des conditions définies par l'opérateur. L’AMD permet de déterminer
des grandeurs physiques intrinséques au matériau telles que le module complexe d’Young,
noté E*, le rapport de 1’énergie restituée par le matériau au cours de la phase de décharge, ou
encore la tangente delta, notée tan 6, qui correspond au rapport de 1’énergie dissipée lors d’un
cycle de compression sur le module élastique, et est défini comme le facteur d’amortissement.
La valeur de la tan d varie de 0, pour les matériaux élastiques, a 1 pour les matériaux visqueux

voire solides.

1X.2.2. Protocole

Les hydrogels composites poreux Elactiv’/DGL-G3 (50 :50), d’épaisseur 2 mm ont été
analysés en émersion par un analyseur mécanique dynamique Bose 3100 pour une amplitude
de déplacement contrélée de 10% de son épaisseur, a une fréquence de 100 Hz et une vitesse
de 40000 pm.s”’. Comme pour les tests d’indentation réalisés sur I’hydrogel Elactiv’
(paragraphe VI1.2), le rapport de 1’énergie restituée par 1’hydrogel et le module d’Young ont

pu étre calculé a partir de la courbe de charge-décharge obtenue.
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IX.3. Implantation de I’hydrogel en sous-cutanée chez la souris

Dans le but d'étudier in vivo la biocompatibilité et la dégradation de 1'hydrogel composite
Elactiv’/DGL-G3, ce dernier a été implanté en sous-cutané chez la souris selon le méme
protocole détaillé dans le paragraphe VI.4 « Implantation des hydrogels Elactiv’ en sous-
cutanée chez la souris ». Néanmoins, dans cette étude, seulement deux hydrogels ont été
implantés, un premier au niveau du coup de la souris et un deuxiéme au niveau des lombaires

(Figure 51).

Hy

— Incision

Figure 51: Schéma d'implantation des hydrogels composites poreux Elactiv'/DGL-G3

(HA et HB) en sous-cutanée chez la souris.

Des analyses histologiques (coloration standard HES: Hématéine/Eosine/Safran), ont permis
d'évaluer la colonisation de I'hydrogel par les cellules murines mais également la
vascularisation, la dégradation du biomatériau et la réaction inflammatoire (protocoles décrits

dans le paragraphe V1.5 « Techniques d’histologie »).
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X. Analyses statistiques

Les données de ce travail de thése sont exprimées en moyenne = SEM (erreur standard
moyenne) ou = SD (écart-type). Les analyses statistiques sont effectuées en utilisant le
logiciel GraphPad Prism software (GraphPad, La Jolla, Etats-Unis). Un test ANNOVA suivi
d’un post-test Bonferroni ou d’un post-test Newman-Keuls est appliqué pour la détermination
des valeurs de p. Les données sont considérées comme significativement différentes si la

valeur de p est inférieure a 0,05
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Résultats I. Synthése et caractérisation d’une protéine €lastique : Elactiv’

I. Syntheése et caractérisation d’une protéine élastique: Elactiv’

I.1 Conception et synthese de la protéine Elactiv’

La protéine Elactiv’ a été congue en respectant la structure unique de la tropoélastine
humaine. Comme la protéine native, Elactiv’ présente une alternance de domaines
hydrophobes (VGVAPG-VGVLPQ) et de réticulation (AAAKAAAKAAK). La sélection de
ces motifs a été fonction de leur stricte conservation entre les différences especes (VGVLPG
et AAAKAAAKAAK), et de leur large répétition dans la tropoélastine humaine (VGVAPG
répété 6 fois dans la protéine native) (Debelle and Alix 1999). Ces séquences alternatives ont
¢té complétées par une région C-terminale correspondant au domaine 36 de la tropoélastine
humaine, composée d’un pont disulfure et du motif GRKRK chargé positivement. Ce dernier
étant reconnu pour faciliter I’assemblage des fibres €lastiques (Nonaka, Sato ef al. 2014). Une
étiquette FLAG (DYKDDDDK) a également été ajoutée au niveau de I’extrémité N-terminale
de la séquence de la protéine pour faciliter son identification au cours de la production et sa

détection lors des expériences cellulaires (Figure 52.A).

Le gene Elactiv’ a pu étre cloné dans le vecteur d’expression procaryote pET30a. Le vecteur
recombinant pET30a-Elactiv’ a été utilisé pour transformer les bactéries compétentes E. coli
BL21 (DE3). L’induction des bactéries avec 1 mM d’IPTG a permis I’expression d’Elactiv’.
Suite a la lyse des cellules et I’analyse SDS-PAGE des fractions cellulaires apres
centrifugation, Elactiv’ a été retrouvée a la fois dans les fractions soluble et insoluble (Figure

52.B). Ce résultat valide ainsi les conditions de production de la protéine Elactiv’.

Afin de purifier la protéine Elactiv’ produite, la méthode « d’Inverse Transition Cycling »
(ITC) (Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh ef al. 2015) s’est révélée efficace grace a sa capacité
intrinseéque de coacervation. Elactiv’ a pu étre purifiée a partir de la fraction soluble d’E. coli.
L’analyse par SDS-PAGE et coloration du gel aux nitrates d’argent de la fraction précipitée
aprés un cycle d’ITC, révele une bande majoritaire (> 90%) de masse apparente a 55 kDa
pouvant correspondre a Elactiv’ (Figure 52.C). L’identification d’Elactiv’ est confortée par
analyse en western-blot utilisant un anticorps dirigé contre 1’étiquette FLAG, présente au
niveau de I’extrémité N-terminale de la protéine (Figure 52.D). Une bande de faible intensité
apparait également avec une masse apparente de 110 kDa pouvant correspondre a un dimeére

non réduit de la protéine.
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Figure 52: Conception et synthése de la protéine Elactiv’. A/ Représentation schématique et
séquence primaire de la protéine élastique Elactiv’. B/ Expression Elactiv’ : Profil de migration
d’Elactiv’ exprimée dans un gel SDS-PAGE, avec une bande proéminente a la masse moléculaire
appropriée, d’environ 55 kDa. Les résultats sont présentés pour les cultures non induite et induite. M
correspond au marqueur électrophorétique de masse moléculaire ; CTRL correspond a la culture des
bactéries transformées BL21 (DE3) avant induction a I’'IPTG ; S représente le surnageant de la culture
des bactéries BL21 (DE3) apres induction a I’'IPTG, suivie d’une centrifugation et C représente le
culot des bactéries BL21 (DE3) aprés 4h de traitement avec 1 mM d’IPTG, suivie d’une
centrifugation. C/ Purification de la protéine élastique Elactiv’ a partir de la méthode « d’Inverse
Transition Cycling » (ITC): CTRL correspond au lysat bactérien avant ITC, S et C représentent
respectivement le surnageant et le culot aprés un cycle d’ITC suivi d’une centrifugation. S contient les
impuretés tandis que C représente la protéine Elactiv’ pure. Les échantillons sont analysés par SDS-
PAGE et le gel est coloré aux nitrates d’argent. D/ Identification d’Elactiv’ aprés analyse par western-
blot en utilisant un anticorps anti-FLAG dirigé contre 1’étiquette FLAG, présente a I’extrémité N-

terminale d’Elactiv’.
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I.2. Caractérisation physico-chimique de la protéine Elactiv’

[.2.1. Caractérisation biochimique
Elactiv’ présente une masse moléculaire théorique de 50,6 kDa et un point isoélectrique tres
basique de 10,31 du méme ordre que la tropoélastine humaine (10,4), en raison de la
conformité entre les structures primaires des deux protéines, comme il sera discuté
ultérieurement. L’analyse de la protéine Elactiv’ par une chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), en utilisant la dissociation de transfert
d’¢lectrons (ETD), a permis de confirmer la présence du pont disulfure au niveau de son
extrémité C-terminale (Figure.53). La digestion de la protéine Elactiv’ par la trypsine, une
endoprotéase qui clive les liaisons peptidiques apres les résidus de lysine et d’arginine, permet
de générer un nombre de peptides dont un, le peptide [579-594] qui correspond a I’extrémité
C-terminale de la protéine Elactiv’ (PGGGACLGKACGRKRK). Apres analyse par LC-
MS/MS, le peptide [579-594] présente une masse moléculaire similaire a la masse
moléculaire théorique pour le méme peptide en présence du pont disulfure. En conclusion, la
protéine Elactiv’ conserve le pont-disulfure au niveau de son extrémité C-terminale, similaire

a la tropoélastine humaine (TE).

[.2.2. Spectroscopie par dichroisme circulaire
La spectroscopie par dichroisme circulaire a permis de déterminer les structures secondaires
de la protéine Elactiv’ (Figure 54.A) en comparaison avec la tropoélastine humaine
recombinante (hTE) (Figure 54.B). Les spectres ont été enregistrés en solution dans le PBS a
5, 20, 40 et 60°C pour une concentration d’Elactiv’ de 0,2 mg/ml. Aux basses températures
(5 et 20°C), les profils d’Elactiv’ et hTE sont caractérisés par un pic négatif a 198 nm et un
épaulement négatif a 220 nm, moins prononcé pour Elactiv’, suggérant une conformation
prédominante en hélice gauche de type poly proline II (PPII), similaire a la tropoélastine
humaine. Lorsque la température augmente de 20 a 60°C, le pic est 1égérement décalé vers le
rouge, particulierement pour Elactiv’, et réduit en intensité pour les deux protéines entrainant
une diminution de la stabilit¢ de 1’hélice PPII. En conclusion, Elactiv’ se replie
majoritairement sous la forme d’une hélice gauche de type polyproline II (PPII) lorsque la
température de la solution est de 20°C, de fagon similaire a la TE. De plus, Elactiv’ présente
le méme comportement que la TE lorsque la température de la solution augmente

progressivement jusqu’a atteindre 60°C, soulignant sa sensibilité a la chaleur.
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Figure 53: Analyse de la protéine Elactiv’ par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) : fragmentation de la protéine Elactiv’ [579-

594] en utilisant le mode dissociation de transfert d’¢lectrons (ETD).
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Figure 54: Spectres de dichroisme circulaire de la protéine élastique Elactiv’ (A) et de la
tropoélastine humaine recombinante (hTE) (B) enregistrés a 5°C (en noir), 20°C (en bleu),

40°C (en vert) et 60°C (en rouge) dans du PBS, pH 7.4.
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[.2.3. Caractérisation thermique

Le profil thermique d’Elactiv’ révele que la coacervation d’une solution d’Elactiv’ dans le
PBS s’initie aux alentours de 30°C, correspondant a sa température de transition (Tt) (Figure
55.A). La coacervation maximale est obtenue a 60°C. De plus, les mesures de diffusion
dynamique de la lumiére confirment une variation de la taille des agrégats d’Elactiv’ en
fonction de la température, ainsi que la formation de larges agrégats en suspension au-dessus
de la Tt, provoquant une brusque augmentation de la turbidité (Figure 55.B). Les agrégats en-
dessous de la Tt (20°C) ont une taille de 62,8 nm de diamétre alors qu’ils atteignent 1,3.10°*
nm de diamétre au-dessus la Tt (60°C). Apres refroidissement de la solution d’Elactiv’ a
20°C, la taille des agrégats diminue et atteint 81,9 nm de diameétre, ce qui prouve une
transition réversible quasi compléte. En conclusion, la protéine Elactiv’ présente la capacité
intrinséque de coacervation, similaire a la TE, avec une température de transition réversible

de 30°C.
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Figure 55: Caractérisation thermique de la protéine Elactiv’. A/ Profil de coacervation d’une
solution d’Elactiv’ a 1 mg/ml dans du PBS, pH 7,4 suivant une gamme de température variant de 20 a
60°C. La variation de la turbidité de la solution a chaque point de température est exprimée en
pourcentage par rapport a la valeur maximale. B/ Profil de la taille des agrégats d’Elactiv’ formés au
cours du processus de coacervation. Le chauffage suivi du refroidissement de la solution d’Elactiv’

révele unz ransition réversible quasi-compléte. Les données représentent la moyenne = SEM (n=3).
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[.2.4. Modele d’auto-assemblage in vitro des molécules Elactiv’

La coacervation de la tropoélastine humaine représente la premiére grande étape de
I’assemblage des fibres élastiques. In vitro, ce processus est caractérisé par deux étapes : une
¢tape initiale de séparation de phase, qui implique une température de transition réversible,
suivie d’une étape de maturation définie par la coalescence irréversible des agrégats en
structures fibrillaires (Yeo, Keeley et al. 2011). Par conséquent, nous avons cherché a savoir

si la protéine Elactiv’ était capable de suivre ces étapes d’auto-assemblage.

Pour cela, des solutions de 120 pg/ml a 2 mg/ml ont été préparées dans du PBS puis chauffées
au-dessus de la température de transition pour induire la coacervation. Elactiv’ a ensuite été
visualisée par coloration négative sur des grilles de microscopie €lectronique a transmission
(MET). A 120 pg/ml, Elactiv’ forme des petites spheres individuelles creuses car la densité
¢lectronique interne est faible (Figure 56.A.a). A partir de 240 pg/ml, les sphéres
commencent a fusionner et forment des agrégats dont le diametre atteint 200 nm (Figure
5.A.b). A 2 mg/ml, les agrégats formés présentent une densité électronique externe €élevée qui

pourrait étre due a la fusion des spheéres individuelles d’Elactiv’ (Figure 56.A.c).

La microscopie ¢électronique a balayage (MEB) confirme que les grandes sphéres observées a
2 mg/ml en MET, sont le résultat de la fusion des petites spheres (Figure 56.B.b). Cette
technique nous donne plus de détails quant a la morphologie structurale des spheres. En effet,
nous pouvons observer que les bords des sphéres ne sont pas réguliers (Figure 56.B.c). En
plus de s’organiser en spheres individuelles, les molécules d’Elactiv’ fusionnent ensemble et
se connectent comme des perles sur une chaine, donnant des formes géométriques variées
(Figure 56.B.d-f). Au cours du processus de coacervation, la protéine Elactiv’ suit des étapes
distinctes semblables a celles suivies par la TE, a savoir la formation de petites spheres suivi
de leur agrégation pour former de plus grandes sphéres, et enfin la fusion et la coalescence des

sphéres pour former une structure en filaments perlés.
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Figure 56: Modele d’auto-assemblage in vitro des molécules Elactiv’. A/ MET des
coacervats d’Elactiv’ formés dans une solution (PBS) d’Elactiv’ a 120 pg/ml (a), 240 ng/ml (b) et 2
mg/ml. B/MEB des structures d’Elactiv’ (a) composées de petites spheres individuelles (b et ¢) et de

spheres coalescentes (d, e et f) formées a partir d’une solution d’Elactiv’ a 2 mg/ml dans du PBS.
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I.3. Caractérisation de la protéine Elactiv’ comme support pour la
culture 2D de fibroblastes dermiques humains sains

1.3.1. Viabilité et prolifération des fibroblastes

La biocompatibilité d’Elactiv’ avec les fibroblastes dermiques humains normaux (NHDF pour
Normal Human Dermal Fibroblast) a été évaluée par un test de prolifération cellulaire en
phase homogene (avec Elactiv’ en solution dans le milieu de culture) et en phase hétérogene
(adsorption Elactiv’ sur des plaques de culture). Pour chaque test, les cellules ont été

cultivées pendant 2 a 10 jours puis lysées pour permettre la quantification d’ADN.

En ce qui concerne la prolifération des NHDF en phase homogene, une augmentation
significative de la prolifération cellulaire est observée 10 jours apreés ensemencement avec 10
pg/ml d’Elactiv’, de fagon similaire a I’hexapeptide hydrophobe VGVAPG (Figure 57.A).
Cet effet est moindre lorsque la concentration en Elactiv’ est de 1 pg/ml.

La prolifération des NHDF en phase hétérogeéne, sur des surfaces fonctionnalisées avec
Elactiv’ ne révéle aucune différence significative de prolifération des cellules apres 10 jours
de culture, comparé aux autres surfaces fonctionnalisées avec des protéines matricielles, telles
que la BSA, le collageéne de type I et I’hexapeptide hydrophobe VGVAPG (Figure 57.B). Les
comportements différents de la protéine Elactiv’, lorsqu’elle est en solution ou adsorbée sur
une surface, sera discuté ultérieurement. Quoi qu’il en soit, ces résultats soulignent la
biocompatibilité de la protéine Elactiv’ a I’égard des fibroblastes dermiques humains, avec un

comportement similaire a ’hexapeptide hydrophobe VGVAPG.
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Figure 57: Prolifération des fibroblastes dermiques humains normaux (NHDF pour
Normal Human Dermal Fibroblast) en présence d’Elactiv’. A/ Suivi de la prolifération des
NHDF en phase homogene, en présence d’Elactiv’ et du peptide VGVAPG, grace a un test de
quantification d’ADN. Les NHDF sont cultivés entre 2 et 10 jours avec du milieu de culture seul ou
additionné d’Elactiv’ ou de peptide VGVAPG a 1 et 10 pg/ml. Les données représentent la moyenne +
SEM (n=3) et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. Une ANOVA a deux facteurs
suivie du post test Bonferroni a permis de déterminer les valeurs de p (* p< 0,05) avec comme
référence la condition non traitée. B/ Suivi de la prolifération des NHDF en phase hétérogéne sur
différents supports grace a un test de quantification d’ADN. Les données représentent la moyenne +
SEM (n=4) et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. Une ANOVA a deux facteurs
suivie du post test Bonferroni, avec comme référence la condition non traitée, n’a pas permis de

déterminer de différences significatives entre les conditions.
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1.3.2. Etude des sites d’interactions de la protéine Elactiv’ avec les fibroblastes

La conservation dans la structure primaire d’Elactiv’ des séquences bioactives de la TE, a
savoir le motif C-terminal GRKRK et 'unité¢ de répétition hydrophobe VGVAPG, connus
respectivement pour interagir avec 1’intégrine a,p; et I’ EBP (Elastin Binding Protein) dans la
TE (Hinek and Rabinovitch 1994; Bax, Rodgers et al. 2009), sont susceptibles de conférer a

la protéine Elactiv’ des fonctions biologiques similaires.

Ainsi, nous avons voulu évaluer la fonctionnalité des motifs GRKRK et VGVAPG de la
protéine Elactiv’, a savoir s’ils sont capables d’induire I’adhérence cellulaire a travers ces
récepteurs transmembranaires. Pour cela, 1’adhérence des NHDF sur des surfaces
fonctionnalisées avec Elactiv’ a été étudiée en présence d’un anticorps bloquant anti-intégrine
ayBs3 (clone LM609, (Bax, Rodgers et al. 2009)) et d’un inhibiteur de I’EBP, le L-lactose
(Mecham, Hinek et al. 1989) (Figure 58.A). En présence de I’anticorps bloquant anti-
intégrine o,f3, 1’adhérence des NHDF sur des puits fonctionnalisés avec Elactiv’ est inhibée
de 30%, tandis que la supplémentation du milieu de culture avec du L-lactose (inhibiteur de
I’EBP) entraine une diminution de 1’adhérence de 50%. Enfin, lorsque les deux inhibiteurs

sont ajoutés au milieu de culture, ’adhérence des NHDF est alors réduite de 78%.

Par ailleurs, I’analyse de I’expression protéique de 1’intégrine a,, par western blot, lorsque les
NHDF sont cultivés sur des surfaces préalablement fonctionnalisées avec 10 ug/ml d’Elactiv’,
révele une augmentation de son expression de 4 fois par rapport au collagene de type I (pour
une concentration équivalente) et au plastique brut, et de 3 fois comparé a la BSA (pour une
concentration équivalente) (Figure 58.B). Ces résultats confirment la contribution des motifs
VGVAPG et GRKRK de la protéine Elactiv’ dans I’adhérence des fibroblastes dermiques et

soulignent ainsi leur fonctionnalité et leur potentiel biologique.
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Figure 58: Etude des sites d’interaction d’Elactiv’. A/ Inhibition de I’attachement des NHDF
sur des surfaces fonctionnalisées avec 10 pg/ml d’Elactiv’, en présence ou en absence de ’anticorps
bloquant anti-intégrine a,p; (clone LM609 utilisé a 20 pg/ml) et/ou de I’inhibiteur de I’EBP, le L-
lactose (utilis¢ a 3,6 mg/ml). Les NHDF sont pré-incubés pendant 45 min avec 1’anticorps bloquant
anti-intégrine o,fB; et/ou avec le L-lactose avant d’étre ensemencés sur des lames en verre,
fonctionnalisées avec Elactiv’, pendant 90 min. Les données représentent la moyenne + SEM de deux
expériences indépendantes. Une ANOVA a un facteur suivie d’un post test Bonferroni a permis de
déterminer les valeurs de p, *** p<0,001 et ** p< 0,01 avec comme référence le controle négatif
(absence des deux bloqueurs) ; ## p<0,01 et n.s non sifnificatif avec comme référence la condition
avec I’anticorps bloquant anti-intégrine a,f;. A p<0,1 avec comme référence la condition avec le L-
lactose. B/ Analyse par western blot de l'expression de l'intégrine a,. Les cellules sont cultivées
pendant 48h sur différents supports, avec en contrdle (CTRL) le plastique brut, avant 1’extraction
totale des protéines et 1’analyse par western blot de 1’expression de I’intégrine a,. L. immunodétection
de la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate-déshydrogénase) sert a normaliser puis quantifier les

résultats, par analyse densitométrique grace au logiciel Image J (n=1).
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[.3.3. Influence de la protéine Elactiv’ sur la différenciation myofibroblastique

Les myofibroblastes, fibroblastes différenciés exprimant 1’actine du muscle lisse (= a-SMA,
Smooth Muscle Actin), sont considérés comme des acteurs majeurs en ingénierie tissulaire
dans le remodelage tissulaire et le processus de cicatrisation des plaies, en permettant leur
contraction et en synthétisant une matrice extracellulaire temporaire. Néanmoins, cette
différenciation doit étre controlée pour éviter la présence d’un trop grand nombre de
myofibroblastes entrainant 1’apparition de pathologies (Xerri, Clerc et al. 1991; Cheung,
Walley et al. 2015). C’est la raison pour laquelle, nous avons cherché a savoir si la présence
de la protéine Elactiv’ pouvait influer sur la différenciation des NHDF en myofibroblastes.
Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si Elactiv’ pouvait entrainer une
modification dans la morphologie des fibroblastes dermiques. L’observation du cytosquelette
d’actine des NHDF, cultivés pendant 48h sur des surfaces en verre préalablement
fonctionnalisées avec Elactiv’, ne semble pas indiquer que la présence d’Elactiv’ influe sur la
morphologie cellulaire.

En effet, les réseaux d’actine des NHDF cultivés sur Elactiv’sont visuellement similaires a
ceux des NHDF cultivés sur verre, BSA et collagéne de type I (Figure 59.A). Pour
approfondir notre évaluation, [’actine o-SMA des cellules a ¢ét¢é marquée, par
immunofluorescence, et a permis la quantification du nombre de myofibroblastes sur le
nombre total de cellules grace au logiciel Image J. Les résultats révelent que la présence de la
protéine Elactiv’ n’influe pas sur le nombre de myofibroblastes comparé au verre, a la SAB et
au collagene de type I (Figure 59.B). De plus, I’analyse de 1’expression protéique de ’a-
SMA par western-blot, dans les mémes conditions que précédemment, ne montre aucune
variation en présence d’Elactiv’, et ce quel que soit le support (Figure 59.C). Ces résultats
suggerent que la protéine Elactiv’ n’a pas d’effet sur la morphologie des fibroblastes

dermiques, en particulier sur leur différenciation en myofibroblastes.
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Figure 59: Influence de la protéine Elactiv' sur la morphologie des fibroblastes

dermiques humains. A/ Observation du cytosquelette d'actine par microscopie a épifluorescence
sur différents supports. Les fibroblastes sont ensemencés pendant 48h sur du verre (a) fonctionnalisé
avec de la BSA (b), du collagéne de type I (¢) et Elactiv' (d) a une concentration finale de 10 pg/ml
pour chacun des composés. Apres fixation des cellules, les noyaux cellulaires et les réseaux d'actine
sont contremarqués en utilisant respectivement le colorant Hoechst (cyan) et la phalloidine conjuguée
a la rhodamine (rouge). Les barres d'échelle indiquent 50 pum. B/ Influence d’Elactiv’ sur la
différenciation myofibroblastique. Le méme protocole que précédemment est réalisé. Aprés fixation
des cellules, les NHDF sont marqués par immunofluorescence grace a I’anticorps anti a-SMA. La
quantification du nombre de myofibroblastes sur le nombre total de cellules est réalisée a I’aide du
logiciel Image J (n=1). C/ Analyse par western blot de I'expression de l'expression d’a-SMA en
présence d’Elactiv’. Les cellules sont cultivées pendant 48h sur différents supports, avec en contrdle
(CTRL) le plastique brut, avant 1’extraction totale des protéines et I’analyse par western blot de 1'a-
SMA. L’immunodétection de la GAPDH sert a normaliser puis quantifier les résultats, par analyse

densitométrique, grace au logiciel Image J (n=1).
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1.3.4. Influence de la protéine Elactiv’ sur la sécrétion des gélatinases matricielles

Les métalloprotéinases matricielles (MMP pour Matrix metalloproteinase) appartiennent a la
famille des protéases a zinc et sont capables conjointement de dégrader I’ensemble des
protéines de la matrice extracellulaire. La présence de ces protéases, comme celle des
myofibroblastes a une autre échelle, est considérée comme un marqueur majeur du
remodelage tissulaire dans le processus de cicatrisation des plaies ou dans la pénétration des
cellules au sein d’une matrice 3D exogene en ingénierie tissulaire. Néanmoins, une expression
exacerbée des MMP est également considérée comme un marqueur péjoratif des mécanismes
pathologiques tels que D'inflammation et 1’invasion des cellules cancéreuses (Helary,
Foucault-Bertaud et al. 2005; Antonicelli, Bellon et al. 2007; Fingleton 2007; Gill and Parks
2008). C’est pourquoi, nous avons cherché a savoir si la présence d’Elactiv’ pouvait entrainer
une modulation de la sécrétion ou de ’activation de deux MMP majeures, la proMMP-2
(gélatinase A, 72 kDa) et la proMMP-9 (gélatinase B, 92 kDa), par les NHDF aprés 2 jours de
culture. Pour cela, la technique de zymographie, qui consiste en une séparation
¢lectrophorétique des protéines dans un gel SDS-PAGE contenant 0,1 % de gélatine, a été
réalisée a partir des milieux conditionnés de fibroblastes. L’analyse zymographique révele
que la présence d’Elactiv’ dans le milieu de culture des NHDF entraine la présence de la
proMMP-2 avec une légere augmentation en dose réponse, mais pas celle de sa forme active
(Figure 60). En revanche, aucune forme de la MMP-9 n’a pu étre observée dans les
fibroblastes sains traités ou non par Elactiv’. Il serait maintenant intéressant de savoir si cette
légeére augmentation de la proMMP-2, en présence d’Elactiv’, peut conduire a une

augmentation de 1’expression de la MMP-2, dans des conditions spécifiques a son activation.
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Figure 60: Influence de la protéine Elactiv’ sur la sécrétion des gélatinases matricielles.

Analyse par zymographie des activités gélatinolytiques a partir des milieux conditionnés de

fibroblastes dermiques humains, cultivés pendant 48h avec 1 et 2 pg/ml d’Elactiv’. Le témoin positif

correspond a du milieu conditionné de la lignée de fibrosarcome humain HT1080 exprimant la pro-

MMP-2 et la pro-MMP-9 (n=1).
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[.3.5. Cinétique de dégradation de la protéine Elactiv’ par les MMP-2 et MMP-12

Aprés avoir observé une légeére augmentation de la proMMP-2 en présence de la protéine
Elactiv’, nous avons voulu savoir si cette enzyme pouvait conduire a une dégradation
d’Elactiv’, pouvant mettre en exergue une potentielle boucle de rétrocontrdle. Pour cela, une
cinétique de dégradation d’Elactiv’ par la MMP-2 (Figure 61.A) a ¢été réalisée avec la
tropoélastine humaine recombinante (hTE) comme témoin positif (Figure 61.B). Apres 0, 60
et 120 minutes, les réactions ont été arrétées en ajoutant 10 mM d’EDTA, un agent chélateur,

qui inhibe I’activité de la MMP-2.
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Figure 61 : Cinétique de dégradation de la protéine Elactiv’ par la MMP-2. Elactiv’ (A) et
hTE (B), comme contrdle positif, sont incubés a 30°C en présence de 5 pg/ml de MMP-2 seule ou en
combinaison avec 10 mM d’EDTA. Apres 0, 60 et 120 minutes, les réactions sont arrétées en ajoutant
10 mM EDTA. La capacité de la MMP-2 a dégrader Elactiv’ et hTE est évaluée par analyses par
western blot en utilisant un anticorps anti-a €lastine polyclonal spécifique de 1’¢lastine et d’Elactiv’.
Les résultats obtenus pour Elactiv’ (A) et hTE (B) sont normalisés avec la condition « + 10 mM

d’EDTA », puis quantifiés par analyse densitométrique a 1’aide du logiciel Image J (n=1).
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La capacité de la MMP-2 a dégrader Elactiv’ et hTE a été évaluée par analyses par western-
blot en utilisant un anticorps anti-o ¢élastine, spécifique des deux protéines. Les résultats
révelent qu’Elactiv’ est 2,3 fois moins dégradée au cours du temps qu’hTE, soulignant une

certaine stabilité de la protéine Elactiv’ comme il sera discuté ultérieurement.

Par ailleurs, la MMP-12 est une MMP reconnue pour cliver in vitro au moins 89 sites dans la
tropoélastine humaine tels que les motifs VGVAPG (Heinz, Jung et al. 2010), présents
notamment dans la séquence de la protéine Elactiv’. C’est la raison pour laquelle, nous avons
décidé d’étudier la susceptibilité d’Elactiv’ a étre dégradée par la MMP-12 par une cinétique
de dégradation (Figure 62.A), réalisée comme décrit précédemment, toujours avec hTE
comme témoin positif (Figure 62.B). Les résultats indiquent qu’Elactiv’ est dégradée au

cours du temps par la MMP-12 de fagon similaire a hTE.
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Figure 62: Cinétique de dégradation de la protéine Elactiv’ par la MMP-12. Elactiv’ (A) et
hTE (B), comme contrdle positif, sont incubés a 30°C en présence de 5 pg/ml de MMP-12 seule ou en
combinaison avec 10 mM d’EDTA. Apres 0, 60 et 120 minutes, les réactions sont arrétées en ajoutant
10 mM EDTA. La capacité de la MMP-12 a dégrader Elactiv’ et hTE est évaluée par analyses par
western blot en utilisant un anticorps anti-a €lastine polyclonal spécifique de 1’¢lastine et d’Elactiv’.
Les résultats obtenus pour Elactiv’ (A) et hTE (B) sont normalisés avec la condition « + 10 mM

d’EDTA », puis quantifiés par analyse densitométrique a I’aide du logiciel Image J (n=1).
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1.3.6. Incorporation de la protéine Elactiv’ dans les fibres €lastiques néo-synthétisées

Aprés avoir démontré que la protéine Elactiv’ conserve les propriétés d’auto-assemblage
similaires a hTE, qu’elle est biocompatible et qu’elle conserve les mémes fonctions
biologiques que la protéine native (a savoir la prolifération et I’adhérence cellulaire, la
dégradation par la MMP-12), nous avons voulu savoir si Elactiv’, tout comme la TE, est
capable in vitro de former des structures fibrillaires et de s’incorporer dans les fibres
¢lastiques néo-synthétisées.

Pour répondre a cette question, cinq jours apres la confluence des NHDF, Elactiv’ a été
ajoutée dans le milieu de culture suivant une gamme de concentration variant de 0,5 a 10
pg/ml. La protéine Elactiv’ a été laissée en contact avec les fibroblastes pendant 3 jours. Huit
jours post-confluence, une immunofluorescence a été réalisée en utilisant un anticorps anti-
FLAG (rouge), dirigé contre 1’étiquette FLAG présente a I’extrémité N-terminale d’Elactiv’,
et un anticorps polyclonal anti-o élastine (vert) reconnaissant a la fois Elactiv’ et TE.
L’imagerie en épifluorescence révele qu’Elactiv’ et les fibres de TE néo-synthétisées forment
des structures superposables, signifiant que la protéine Elactiv’ est potentiellement incorporée
au sein des fibres pré-existantes (Figure 63. F-G, J-K, N-O). Néanmoins une analyse par
microscopie confocale permettrait de définir plus précisément s’il s’agit d’une réelle co-
localisation de ces entités. De plus, de petits agrégats d’Elactiv’ sont également visibles au
sein de la MEC, dont la taille apparait augmenter en fonction de la concentration en protéine
dans le milieu de culture. Lorsque la concentration atteint 10 pg/ml, Elactiv’ n’apparait plus
incorporée dans les fibres ¢élastiques néo-synthétisées. Seuls de gros agrégats d’Elactiv’ sont

visibles (Figure 63. R-S).
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Figure 63: Incorporation de la protéine Elactiv’ dans les dépots fibrillaires de
tropoélastine néo-synthétisés par les fibroblastes dermiques humains normaux (NHDF).
La protéine Elactiv’, +/- 350 uM de B-APN (inhibiteur de I’activité LOX)), est ajoutée en solution
dans le milieu de culture des NHDF a J5 post-confluence suivant différentes concentrations : 0 pg/ml,
0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml et 10 pg/ml. A J8 post-confluence, les dépots fibrillaires de tropoélastine
néo-synthétisés ainsi qu’Elactiv’ sont marqués par immunofluorescence grace a 1’anticorps anti a-
¢lastine polyclonal, spécifique de la tropoélastine et d’Elactiv’. De plus, 1’anticorps anti-FLAG, dirigé
contre 1’étiquette FLAG présente a 1’extrémité N-terminale d’Elactiv’, permet de ne marquer que la

protéine Elactiv’. Observation au microscope a épifluorescence Axioplan Imaging (Zeiss). Barre
d’échelle = 20 pm, (n=3).
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Pour savoir si I’incorporation de la protéine Elactiv’ au sein des fibres de TE néo-synthétisées
est dépendante de I’activité de la lysyl oxydase (LOX), nous avons ajouté un inhibiteur
pharmacologique de la LOX, le p-(y-glutamyl)-aminopropionitrile (B-APN), a wune
concentration de 350 uM dans le milieu de culture des NHDF, selon le méme protocole que
décrit précédemment et en combinaison avec Elactiv’. Ce composé chimique se fixe de
maniere compétitive dans le site catalytique de la LOX (Tang, Trackman et al. 1983). Un
mécanisme a €té proposé : le B-APN réagit comme les substrats de LOX, en formant une base
de Schiff sans qu’il y ait la libération du produit aldéhydique. Ceci entraine un blocage du site

actif et une inhibition irréversible de I’activité lysyl oxydase (Finney, Moon et al. 2014).

Les immunofluorescences, réalisées trois jours apres 1’ajout du B-APN dans le milieu de
culture des NHDF, révelent toujours la présence des fibres de TE qui se sont accumulées
pendant les cinq jours précédant le traitement (Figure 63. D, H, L, P et T). En revanche,
Elactiv’ n’est plus incorporée au sein des fibres €lastiques quelle que soit sa concentration.
Les petits agrégats de protéine ont également disparus pour les faibles concentrations en
Elactiv’ (0,5-pg/ml), mais sont toujours présents, en plus faible quantité et intensité, lorsque
la concentration en Elactiv’ atteint 10 pg/ml (Figure 63.T) Ces résultats démontrent que
I’activité de la LOX est nécessaire d’une part a I’intégration d’Elactiv’ dans les fibres de TE
préformées, et d’autre part pour la formation des agrégats d’Elactiv’.

En conclusion, la protéine Elactiv’ est suceptible, a faible concentration, de s’incorporer au
sein des fibres ¢€lastiques néo-synthétisées et de former de petits agrégats au sein de la MEC,

grace notamment a 1’activité de la LOX.
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I.4. Caractérisation de la protéine Elactiv’ comme support pour la
culture 2D de kératinocytes humains

Aprés avoir caractérisé la protéine Elactiv’ comme support pour la culture de fibroblastes
dermiques humains, et dans la perspective de développer un substitut cutané, nous avons
décidé de caractériser Elactiv’ comme support pour la culture des cellules humaines de

I’épiderme : les kératinocytes.

[.4.1. Etude du potentiel progéniteur des kératinocytes
Dans un premier temps, nous avons étudié¢ le potentiel progéniteur des kératinocytes primaires
humains (NHK) cultivés sur des surfaces fonctionnalisées avec la protéine Elactiv’. Pour cela,
nous avons ¢évalué la capacité des cellules a se diviser et a former des colonies, en présence
d’Elactiv’, apres trois générations de douze jours de culture chacune. Le contrdle correspond
au plastique brut (Figure 64.A). Le nombre et la taille des colonies ont été quantifiés selon la
méthode de Stachelscheid (Stachelscheid, Ibrahim ez al. 2008) qui classe les colonies en trois
catégories : petites (<1 mm?), moyennes (1-2 mm?) et grandes colonies (>2 mm?). Aprés une
premiére génération, les kératinocytes cultivés sur Elactiv’ présentent 55 + 12 de grandes
colonies, 30 = 9 de colonies moyennes et 11 + 4 de petites colonies, comparé au contrdle qui
affiche 56 = 13, 10 £ 4 et 10 £ 6 pour les grandes, moyennes et petites colonies
respectivement (Figure 64.B). Hormis le nombre de colonies moyennes, qui est
significativement plus important en présence d’Elactiv’, le nombre des grandes et petites
colonies est quasiment identique pour les deux conditions. Les 2™ et 3™ générations
révelent un phénotype plus marqué et différent entre les cellules cultivées sur Elactiv’ et
celles cultivées sur le plastique brut. Apres deux générations, les cellules cultivées sur Elactiv’
présentent 67 + 11 de grandes colonies, 8§ + 5 de colonies moyennes et 1 + 2 de petites
colonies, comparé au contrdle qui affiche 87 £ 11,22+ 5et 5+ 1 pour les grandes, moyennes
et petites colonies respectivement. Une baisse du potentiel progéniteur des kératinocytes est
ainsi observée en présence d’Elactiv’ et se confirme pour la 3™ génération ou le nombre de
grandes colonies est moins important en présence de la protéine Elactiv’ (36 = 3) comparé au
contrdle (50 £ 2). Un nombre quasi négligeable de colonies moyennes est observé en présence
d’Elactiv’ (1 + 1) contrairement au controle ou elles sont absentes. Les petites colonies sont
absentes pour les deux conditions. En conclusion, la clonogénicité des kératinocytes primaires
humains est diminuée au contact de la protéine Elactiv’. Cela pourrait s’expliquer par une

entrée plus précoce en différenciation.
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Figure 64: Effet de la protéine Elactiv’ sur le potentiel progéniteur des Kératinocytes
primaires humains. A/ Etude de la capacité des kératinocytes a se diviser et a former des
colonies (« Colony Forming Efficiency ») sur des surfaces préalablement fonctionnalisées avec 20
pg/ml d’Elactiv’. Le controle (CTRL) correspond a la plaque brute. B/ Quantification du nombre et de
la taille des colonies visualisées en (A) selon la méthode de Stachelscheid (Stachelscheid, Ibrahim et
al. 2008) qui classe les colonies en trois catégories : petites (<1mm?), moyennes (1-2 mm?) et grandes
colonies (>2mm®). Les données représentent la moyenne = SEM (n=3). Une ANOVA 4 deux facteurs
suivie d'un post test Bonferroni est effectuée pour la détermination des valeurs de p, *** p<0,001 ; *

p<0,1 ; n.s non significatif.
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1.4.2. Etude de la différenciation précoce des kératinocytes

Apres avoir observé une baisse du potentiel progéniteur des kératinocytes, cultivés sur des
surfaces fonctionnalisées avec Elactiv’, nous avons voulu savoir si ce phénomene
s’accompagnait d’une induction de la différenciation précoce des kératinocytes. Des
marqueurs de prolifération, Ki67, et de différenciation tels que la kératine-10 (K10), la
transglutaminase-1 (TGM1) et I’involucrine (IVL) ont donc été suivis par PCR en temps réel.
Le niveau d’expression relatif de chaque gene a été calculé par normalisation sur 1’expression
du gene de référence RPLI3A. Le controle correspond au plastique nu. Les résultats indiquent
que la protéine Elactiv’ n’induit pas de différence significative sur les profils d’expression des
différents marqueurs relativement au controle (Figure 65). Le marqueur de prolifération Ki67
présente une diminution progressive du niveau d’expression de son ARNm a partir du
moment ou la confluence est atteinte (jour 0), indiquant ’arrét de prolifération des
kératinocytes. Parallélement, I’expression de I’ARNm du marqueur de différenciation précoce
K10 est induite deux jours suivant la confluence. La transglutaminase-1 indique une
augmentation progressive de 1’expression de son ARNm dés la confluence, toutefois selon
une intensité¢ d’induction plus modérée que K10, avec une diminution quatre jours suivant la
confluence. Enfin, I’involucrine présente une augmentation progressive de 1’expression de son
ARNm deux jours apres la confluence avec une plus forte intensité d’induction que la
transglutaminase-1.

En conclusion, la baisse du potentiel progéniteur des kératinocytes primaires humains au
contact de la protéine Elactiv’, ne s’accompagne pas d’une entrée plus précoce en

différenciation.
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Figure 65: Suivi de ’induction de la différenciation précoce dans un modéle de culture a
confluence de kératinocytes primaires humains en présence de la protéine Elactiv’.
Les kératinocytes primaires humains sont ensemencés a une densité de 4.10% cellules/cm” dans du
milieu complet, sur des surfaces préalablement fonctionnalisées avec 0,1 ug/ml d’Elactiv’. La
différenciation est induite a confluence dans du milieu standard sans facteurs de croissances. Les
cellules sont récoltées 2 jours avant la confluence (-2, correspondant a environ 70% de confluence), a
confluence (0), un jour (1), deux jours (2) et 4 jours (4) aprés confluence. L’expression relative des
ARNm Ki67, K10, transglutaminase 1 (TGM1) et involucrine (IVL) est analysée par RT-PCR en
temps réel. Le niveau d’expression relatif de chaque géne est calculé par normalisation sur
I’expression du geéne de référence RPL13A. Les résultats représentent la moyenne d’induction + SEM
rapportée au niveau d’expression a confluence (0) de trois expériences indépendantes. Une ANOVA a
deux facteurs suivie du post test Bonferroni, avec comme référence le plastique, n’a pas permis de

déterminer de différences significatives entre les conditions.
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I1. Application de la protéine Elactiv’ au syndrome de Williams-
Beuren

I1.1. Induction d’un dépét fibrillaire de tropoélastine dans les cellules
Williams-Beuren

Apres avoir démontré, dans la section 1.3.6, qu’Elactiv’ était capable de renforcer in vitro les
fibres de TE néo-synthétisées par des fibroblastes sains, nous avons cherché a connaitre 1’effet
de la protéine Elactiv’ sur des fibroblastes pathologiques, qui ne synthétisent pas ou tres peu
de fibres élastiques in vitro, a savoir les fibroblastes dermiques de patients atteints du
syndrome de Williams-Beuren (WB). Ce syndrome est caractérisé par une microdélétion
résultant de la suppression hémizygote de 1,5 a 1,8 Mb du locus q11.23 du chromosome 7.
Cette région englobe entre 26 et 28 genes contigus dont celui de 1’¢élastine, aboutissant a la
perte d’un des alleles de 1’élastine (Schubert 2009). Par conséquent, nous avons voulu savoir
si Elactiv’ est capable de compenser ou de réinduire in vitro la syntheése de TE fibrillaire par
les cellules de patients WB.

Pour cela, le méme protocole, que celui utilisé pour démontrer 1’incorporation d’Elactiv’ dans
les fibres de TE néo-synthétisées par les fibroblastes sains, a été appliqué. Cing jours aprés la
confluence des cellules WB (souche G371) et de leur contrdle apparié¢ (souche P068), Elactiv’
a été ajoutée dans le milieu de culture suivant une gamme de concentration variant de 0,5 a 2
pg/ml. Huit jours post-confluence, les fibres de TE néo-synthétisées ainsi que la protéine
Elactiv’ ont ét¢ marquées par immunofluorescence. Contrairement au controle (fibroblastes
sains), ou 1’on observe I’incorporation d’Elactiv’ dans les fibres de TE pré-existantes (Figure
66. C et E), le traitement des cellules WB avec Elactiv’ n’induit pas la synthése d’un dépot
fibrillaire de tropoélastine (Figure 66. D et F). Néanmoins, de petits agrégats d’Elactiv’, dont
la formation nécessite 1’activit¢ de LOX comme démontré dans la section 1.3.6, sont capables
de se former en présence des cellules WB (Figure 66.F).

Suite a ces observations, nous avons décidé d’ajouter Elactiv’ dans le milieu de culture des
fibroblastes WB a confluence. Lorsque les cellules atteignent la confluence, le mécanisme
d’inhibition de contact stoppe la prolifération des fibroblastes favorisant la synthese et la
sécrétion de protéines matricielles, en particulier les protéines qui participent a 1’assemblage
des fibres ¢lastiques dans le derme. Par conséquent, I’ajout d’Elactiv’ a ce moment particulier

de la vie de la cellule pourrait optimiser les chances d’induire le processus d’¢lastogenése.
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Résultats II. Application Elactiv’ au syndrome de Williams-Beuren

Cellules saines (CTRL) Cellules Williams-Beuren (WB)

0 png/ml
Elactiv’

0,5 pg/ml
Elactiv’

Hoechst/ a-¢élastine/ Flag

1 pg/ml
Elactiv’

Figure 66: Traitement des cellules Williams-Beuren (souche G371, WB) et leur controle
apparié (souche P068, CTRL) avec la protéine Elactiv’ a J5 post-confluence. Elactiv’ est
ajoutée en solution dans le milieu de culture a J5 post-confluence, suivant différentes concentrations :
0 pg/ml, 0,5 ug/ml et 1 ug/ml. A J8 post-confluence, les dépodts fibrillaires de tropoélastine néo-
synthétisés ainsi qu’Elactiv’ sont marqués par immunofluorescence grace a I’anticorps anti a-¢lastine
polyclonal, spécifique de la tropoélastine et d’Elactiv’. De plus, I’anticorps anti-FLAG, dirigé contre
I’¢tiquette FLAG présente a I’extrémité N-terminale d’Elactiv’, permet de ne marquer que la protéine
Elactiv’. Les noyaux sont colorés au Hoechst. Observation au microscope a épifluorescence Axioplan

Imaging (Zeiss). Barre d’échelle = 20 um, (n=3).
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Ainsi, a confluence, Elactiv’ a été ajoutée dans le milieu de culture des fibroblastes WB et de
leur contrdle apparié, suivant une gamme de concentration variant de 0,5 a 2 pug/ml. Le milieu
de culture a été changé tous les deux jours sans ajout supplémentaire d’Elactiv’, afin d’éviter
I’induction d’une potentielle boucle de rétrocontrdle. A dix-sept jours post-confluence, les
fibres de TE néo-synthétisées ainsi que la protéine Elactiv’ ont ét¢é marquées par
immunofluorescence. Contrairement aux cellules WB non traitées (témoin négatif), qui ne
synthétisent pas de fibres é€lastiques en conditions in vitro (Figure 67.B), les cellules WB
traitées avec Elactiv’ synthétisent des dépots fibrillaires de TE, et ce quelle que soit la
concentration initiale d’Elactiv’ dans le milieu de culture des fibroblastes (Figure 67.D, F et

H). Les cellules WB retrouvent un phénotype similaire au contrdle sain apparié.
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Cellules saines (CTRL) Cellules Williams-Beuren (WB)

0 ng/ml
Elactiv’

0,5 png/ml
Elactiv’

1 pg/ml
Elactiv’

Hoechst/ o-¢élastine/ Flag

2 pg/ml
Elactiv’

Figure 67: Traitement des cellules Williams-Beuren (souche G371, WB) et leur controle
apparié (souche P068, CTRL) avec la protéine Elactiv’ a confluence. La protéine Elactiv’
est ajoutée en solution dans le milieu de culture des cellules a confluence, suivant différentes
concentrations : 0 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml et 2 ng/ml. Le milieu de culture est changé tous les 2
jours sans Elactiv’. A J17 post-confluence, les dépots fibrillaires de tropoélastine néo-synthétisés ainsi
qu’Elactiv’ sont marqués par immunofluorescence grice a ’anticorps anti a-¢lastine polyclonal,
spécifique de lla tropoélastine et d’Elactiv’. De plus, I’anticorps anti-FLAG, dirigé contre 1’étiquette
FLAG présente a I’extrémité N-terminale d’Elactiv’, permet de ne marquer que la protéine Elactiv’.
Les noyaux sont colorés au Hoechst. Observation au microscope a épifluorescence Axioplan Imaging

(Zeiss). Barre d’échelle = 20 um, (n=3).
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De plus, I’analyse plus approfondie des photos ou seule la protéine Elactiv’ est marquée
révele la présence de petits agrégats écartés les uns des autres, mais dont I’ensemble retrace la
forme et la trajectoire des dépots fibrillaires de TE (Figure 68). Par conséquent, Elactiv’
semble jouer un réle prépondérant dans le dépdt fibrillaire de TE par les cellules WB, comme

si elle était a I’initiative d’un processus de polymérisation.

Cellules Williams-Beuren (WB) + 1 pg/ml Elactiv’

Flag

Figure 68: Role de la protéine Elactiv’ dans le dépot fibrillaire de TE par les cellules
Williams-Beuren. Les dépots fibrillaires de tropoélastine sont immunomarqués avec I’anticorps anti

a-¢lastine tandis qu’Elactiv’ est marquée avec [’anticorps anti-FLAG.
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I1.2. Profil d’expression génique des cellules Williams-Beuren traitées
avec Elactiv’

Suite a ces observations, afin de rechercher si la néo-synthése de matériel élastique dans les
cellules WB traitées avec Elactiv’ pouvait étre la conséquence d’une induction génique, nous
avons suivi ’expression de genes, codant pour des protéines qui participent a 1’assemblage
des fibres ¢lastiques, par PCR en temps réel. Par ailleurs, nous voulions également savoir si
I’assemblage d’Elactiv’, au sein des dépots fibrillaires de TE et sous forme de petits agrégats
réticulés, nécessite un contact cellulaire via les molécules transmembranaires dont I’EBP. Par
conséquent, nous avons étudié I’expression génique des cellules WB traitées avec Elactiv’ en
présence d’un inhibiteur de I’EBP, le L-lactose. L hexapeptide hydrophobe VGVAPG a été
utilisé dans cette expérience en tant que controle positif.

Apres avoir préalablement mis les cellules WB confluentes au repos, dans un milieu sans
sérum (dans le but d’éliminer les facteurs de croissance susceptibles de biaiser 1’analyse
génique), Elactiv’ et I’hexapeptide VGVAPG ont été ajoutés dans le milieu de culture a une
concentration de 2 pg/ml, £ 10 mM de L-lactose. Les cellules ont été cultivées 24h et 48h
apres la confluence avant I’extraction et I’analyse du niveau des transcrits : ELN (élastine),
FBLNS (fibuline-5), FBNI (fibrilline-1), FBN2 (fibrilline-2), LOX (lysyl oxydase).
L’expression du gene de la MMP-1 (métalloprotéinase matricielle) a également été¢ évaluée
pour déterminer si la présence d’Elactiv’ entraine une augmentation de son expression,
observée en présence de I’hexapeptide VGVAPG dans des cultures de fibroblastes sains
(Brassart, Fuchs et al. 2001).

Les analyses révelent que le niveau d’expression d’ELN, de la FBN2 et de la LOX (compte
tenu des €carts-types) ne varie pas de fagon significative dans les cellules WB traitées avec
Elactiv’ et I’hexapeptide VGVAPG, comparé aux cellules non traitées (Figure 69).
Néanmoins, une tendance a 1’augmentation de la FBLNS et de la FBN1 est observée a T48h
en présence d’Elactiv’. Cette tendance ne se retrouve pas en présence de L-lactose indiquant
un effet spécifique des agonistes dont il sera discuté ultérieurement. L’expression de la MMP-
1 semble diminuer dés T24h en présence d’Elactiv’ et de I’hexapeptide VGVAPG.

En conclusion, la présence de la protéine Elactiv’ dans le milieu de culture des cellules WB
semble entrainer une légere augmentation de I’expression des génes FBLNS et FBN1 a T48h.
La néo-synthése de matériel €lastique par les cellules WB traitées avec Elactiv’ n’est donc pas

la conséquence d’une induction des génes ELN, FBN2 et LOX.
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Figure 69: Analyse du profil d’expression génique des cellules Williams-Beuren (WB)
traitées avec la protéine Elactiv’ par PCR en temps réel. Les cellules WB sont mises au
repos dans du milieu sans sérum, 16h avant le début de I’expérience, afin d’éliminer les facteurs de
croissance. Une fois la confluence atteinte, Elactiv’ et le peptide VGV APG (peptide de reconnaissance
de ’EBP, utilisé ici comme controle positif) sont ajoutés dans le milieu de culture a une concentration
de 2 ug/ml, £ 10 mM de L-lactose (inhibiteur de I’EBP). Les cellules sont cultivées pendant 24h et
48h avant I’extraction et 1’analyse de 1’expression relative des ARNm par PCR en temps réel. Une
seule expérience a été réalisée avec trois extractions d’ARN indépendantes par condition. Les résultats
représentent la moyenne = SEM du nombre de transcrits, normalisée par rapport au géne RPL13A
(n=3). Une ANOVA a deux facteurs suivie du post test Bonferroni, avec comme référence la condition
non traitée pour chacun des temps, n’a pas permis de déterminer de différences significatives entre les

conditions.
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III.Hydrogel Elactiv’

Un des objectifs de ce travail est d’utiliser la protéine Elactiv’ pour la constitution
d’architectures tridimensionnelles élastiques. Aprés avoir étudié la protéine de I’échelle
moléculaire a 1’échelle micrométrique, par des formulations spontanées et labiles
(coacervation non covalente), nous nous sommes attachés a faire évoluer I’architecture vers
un hydrogel formé exclusivement d’Elactiv’ et réticulé par de la génipine, un composé naturel
végétal. La génipine a principalement été utilisée en phytothérapie ainsi que dans la création
de colorants alimentaire résistants a la chaleur, au pH et a la lumiere. Le génipine réagit avec
les amines primaires libres donnant une couleur bleue foncée au matériau (Cheng, Estes et al.
2013). Cette structure en volume permet d’accéder aux parametres mécaniques de I’ensemble,
mais également d’analyser sa toxicité cellulaire et son innocuité in vivo avant de poursuivre

avec d’éventuels assemblages plus complexes et hétérogenes.

II1.1. Structures réticulées de la protéine Elactiv’

Une solution de la protéine Elactiv’ pure a été préparée a une concentration finale de 2 mg/ml
dans du PBS puis chauffée pour induire la coacervation. La génipine est ajoutée aux agrégats
Elactiv’ a une concentration finale de 50 mM. L’analyse des agrégats d’Elactiv’, par
microscopie ¢lectronique a balayage, réveéle qu’en présence de génipine, les agrégats
d’Elactiv’ forment un réseau trés dense, ou les sphéres, en plus d’étre interconnectées comme
des billes sur une chaine, forment des structures semblables a des fibres (Figure 70.A), avec
un diameétre (0,2 um) similaire a ceux des fibres élastiques in vivo (Ushiki 1992). En plus de
la coalescence, de nombreux pores se forment. Quand la concentration en Elactiv’ atteint 50
mg/ml avec 50 mM de génipine, la plupart des molécules Elactiv’ a déja coalescé pour former
un hydrogel poreux (Figure 70.B). Notons que les pores ainsi formés s’étendent de 1 a 5 pm.
Cette taille en théorie ne permet pas la colonisation passive (sans dégradation du gel) des
cellules mésenchymateuses a travers cette architecture. Une petite quantité de spheres Elactiv’
peut encore étre observée a la surface de I’hydrogel, mais également au sein des pores. Par

conséquent, un réseau 3D synthétique s’est formé.
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Figure 70: MEB des structures Elactiv' réticulées par de la génipine. A/ MEB des structures
d’Elactiv’ formées a partir d’une solution de 2 mg/ml d'Elactiv' contenant 50 mM de génipine dans du
PBS (n=1). B/ MEB de I’hydrogel Elactiv’ formé a partir d’une solution de 50 mg/ml d'Elactiv'
contenant 50 mM de génipine dans du PBS (n=1).
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II1.2. Propriétés mécaniques

Pour étudier les propriétés ¢élastomériques de 1’hydrogel Elactiv’ réticulé par de la génipine,
des tests d’indentation ont été effectués sur 1’hydrogel en immersion totale dans le PBS. Les
tests d’indentation ont €t¢ realisés pour une charge normale appliquée F,= 2 mN (Figure
71.A.a) and F = 4mN (Figure 71.A.b), pour une vitesse d’indentation constante
V=20 um's .

Apres analyses des courbes d’indentation, le module d’Young réduit, E’, de I’hydrogel ainsi
que le rapport de I’énergie restituée par I’hydrogel au cours de la phase de décharge, peuvent
étre déterminés. Les résultats indiquent que I’hydrogel Elactiv’ présente le méme
comportement mécanique quelque soit la charge normale appliquée. Le rapport de I’énergie
restituée est d’environ 80% (Figure 71.B), et le module d’Young réduit de I’hydrogel est
compris entre 1,4 MPa et 1,5 MPa (Figure 71.C) quelque soit la charge normale appliquée.

Ces données soulignent le comportement élastique de I’hydrogel Elactiv’.
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Figure 71: Tests d'indentation réalisés sur 1'hydrogel Elactiv' réticulé par la génipine, en
immersion totale dans du PBS (n=1). A/ Tests d'indentation sur I'nydrogel Elactiv' réalisés pour
une charge normale appliquée Fz= 2 mN (a) et Fz= 4 mN (b) pour une vitesse d'indentation constante
V=20 um.s™. B/ Energie restituée par I'hydrogel Elactiv' aprés avoir subi un test d'indentation avec une
charge normale appliquée de 2 et 4 mN. C/ Module d’Young (MPa) de I'hydrogel Elactiv' défini selon

la charge normale appliquée sur I'échantillon au cours du test d'indentation.
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III.3. Viabilité des fibroblastes dermiques humains cultivés sur
I’hydrogel Elactiv’

La biocompatibilité de I’hydrogel Elactiv’ avec les fibroblastes dermiques humains (NHDF) a
¢té évaluée par un test de viabilité cellulaire a 1’aide du kit Live/Dead qui a permis le
marquage fluorescent des cellules viables et mortes. Les cellules viables émettent une forte
fluorescence verte tandis que les cellules mortes fluorescent dans le rouge (Figure 72). La
viabilit¢ des NHDF cultivés sur 1’hydrogel Elactiv’ a été suivie apres 1, 2, 4 et 13 jours de
culture. Les résultats révelent que la grande majorité des fibroblastes ensemencés sur
I’hydrogel sont viables 1 jour apreés I’ensemencement (Figure 72.A) et proliférent en surface
au cours du temps (Figure 72. B-D). Ces données nous indiquent une biocompatibilité
satisfaisante de 1’hydrogel en présence des fibroblastes dermiques. Les cellules ne pénetrent

cependant pas a I’intérieur de I’architecture.

Figure 72: Viabilité des NHDF cultivés sur I’hydrogel Elactiv’ réticulé par de la génipine
aprés 1 (A), 2 (B), 4 (C) et 13 jours (D) de culture. Kit Live/Dead pour I’analyse de la
viabilité cellulaire avant observation au microscope inversé (Nikon) : les cellules viables apparaissent

en vert alors que les cellules mortes sont rouges. Les lignes pointillées blanches délimitent 1’hydrogel.

Les barres d’échelle indiquent 100 pm (A-C) et 50 um (D), (n=3).
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II1.4. Implantation de I’hydrogel Elactiv’ en sous-cutanée chez la souris

Apres avoir vérifié la biocompatibilité de 1’hydrogel Elactiv’ in vitro, nous avons voulu
vérifier sa biocompatibilité et sa résorption in vivo en I’implantant pendant 4 semaines en
sous-cutanée chez la souris. Des hydrogels de deux épaisseurs différentes ont été implantés :
un hydrogel fin (8 pm d’épaisseur) constitué¢ de 10 mg de protéine Elactiv’ et un plus épais de
30 mg (I mm d’épaisseur). Les analyses histologiques, par coloration standard Hématéine-
Eosine-Safran, révelent la présence d’une capsule fibro-inflammatoire formée autour des
hydrogels Elactiv’ indépendamment de 1’épaisseur (Figure 73. A.a et B.a). Cette capsule est
constituée de cellules inflammatoires avec en périphérie beaucoup de macrophages (qui
fusionnent pour former des « cellules géantes ») et au contact des hydrogels, de nombreux
granulocytes sont visibles (Figure 73.B.c). Des débris cellulaires et un peu de nécrose sont
¢galement observés dans la capsule. Cette réaction inflammatoire apparait systématiquement
suite a la présence d’un cops étranger dans le tissu cutané. De plus, une néo-vascularisation
apparait en périphérie de la capsule permettant 1’extravasation des cellules inflammatoires
(Figure 73.A.d). En revanche, 1’absence de lymphocytes tend a exclure toute inflammation
aiglie. En plus de dégrader la MEC, les cellules inflammatoires, notamment les granulocytes,
commencent a dégrader légérement les bords des hydrogels et a pénétrer a I’intérieur (Figure
73.B.c-d). Cette dégradation est plus marquée lorsque de petits morceaux d’hydrogels se sont
décollés (Figure 73. A.c). Par ailleurs, en périphérie de la capsule fibro-inflammatoire, nous
pouvons observer une néo-synthése de MEC qui apparait en couleur rose-orangé (Figure 73.
A.b et B.b). Suite aux résultats obtenus concernant I’hydrogel Elactiv’ (module d’¢lasticité
supérieur au module d’¢lasticité de la peau, 1,5 MPa vs 10 kPa ; réaction inflammatoire suite
a une implantation en sous—cutané chez la souris et enfin une trés faible dégradation de
I’hydrogel par les protéines matricielles), nous avons décidé de combiner la protéine Elactiv’
avec un autre polymére dans le but de ’orienter pour présenter sa partie C-terminale,
contenant le motif —-GRKRK, aux fibroblastes dermiques. Ainsi, les fonctions biologiques
d’Elactiv’ seraient conservées. Par conséquent, nous avons utilisé des polymeéres de structure
sphérique constitués uniquement de résidus de lysines et qui se développent de maniére
arborescente : les dendrigrafts de poly(L-lysine), DGL, synthétisés par 1’entreprise COLCOM,
partenaire du projet ANR DHERMIC. La structure des DGL est réguliére et controlée. De
plus, ces composés présentent une grande capacité et flexibilité de greffage. Ils sont
biocompatibles, immunofurtifs et trés soluble dans 1’eau. Toutes ces propriétés en font un

outil potentiel pour la fonctionnalisation de polymeéres hydrophobes.
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Figure 73: Implantation des hydrogels Elactiv’ réticulés par de la génipine en sous-
cutanée chez la souris pendant 4 semaines. Coloration hématéine-Eosine-Safran du tissu cutané

contenant un hydrogel de 10 mg (A) ou 30 mg (B) d’Elactiv’ a une concentration finale de 50 mM de

génipine (n=1).
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IV. Les dendrigrafts de poly(L-lysine) : DGL

La protéine Elactiv’ devant étre orientée pour présenter son extrémité C-terminale en regard
des cellules, un des objectifs de ma thése a été de la greffer a la surface d’un polymere
hautement fonctionnalisable : le DGL. Ce polymeére hydrophile n’a jamais été utilisé en tant
que support de culture in vitro. 1l était donc indispensable de vérifier le comportement des

fibroblastes dermiques et des kératinocytes humains vis-a-vis de ce substrat.

IV.1. Caractérisation des DGL comme support pour la culture 2D de
fibroblastes dermiques humains

IV.1.1 Détermination de la valeur de 1’IC50

Toute entité chimique induit une réponse cytotoxique dose-dépendante et spécifique de
chaque type cellulaire. Afin d'évaluer la cytotoxicité relative des DGL, des concentrations
croissantes (de 1 a 50 pg/ml) de DGL-G2, -G3 et G4 ont été ajoutées dans le milieu de culture
de fibroblastes dermiques humains et la viabilité cellulaire a été suivie tous les deux jours en
utilisant un indicateur fluorimétrique métabolique, 1'UptiBlue (Figure 74). La poly(L-lysine)
linéaire (PLL) a été utilisée comme référence dans la mesure ou ce polymeére est couramment
utilisé dans les protocoles de culture cellulaire et d’histologie pour favoriser I’adhérence
cellulaire. Dans nos conditions, I'IC50 a été déterminée a 18, 25, 30 et 18 pg/ml pour la PLL,
les DGL-G2, -G3 et -G4 respectivement. Aux faibles concentrations (1-5 pg/ml), les DGL et
la PLL induisent une augmentation de la viabilité cellulaire d'environ 25% comparé aux
cellules non traitées. En conclusion, en phase homogene, les DGL et la PLL présentent des
profils similaires de cytotoxicité, validant ainsi la gamme de concentrations des DGL, qui est

du méme ordre de grandeur que la PLL.
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Figure 74: Test de viabilité des fibroblastes dermiques humains en présence des DGL
(G2-G4) et de la poly(L-lysine) linéaire (PLL), réalisé en utilisant le réactif UptiBlue. Le
contrdle (CTRL) correspond a la condition non traitée. Les cellules sont incubées pendant 2 jours avec
du milieu de culture seul ou supplémenté avec de la PLL ou des DGL de génération 2 a 4 suivant une
gamme de concentrations variant de 1 a 50 pg/ml. Les données sont exprimées en moyenne + SD de 4
répétitions, et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. Une ANOVA a deux facteurs
suivie d’un post-test Bonferroni est effectuée pour la détermination des valeurs de p, *** p<0,001 ;

**p<0,01 ; p<0,1 et n.s non significatif avec comme référence la condition non traitée.

IV.1.2. Caractérisation des surfaces greffées de DGL

Les polymeres synthétiques sont fréquemment utilisés pour fonctionnaliser des supports de
culture par adsorption ou greffage covalent, et sur lesquels les cellules adhérent. Des
microplaques de polystyreéne ont ainsi été greffées avec des DGL pour évaluer la densité de
groupements amines primaires par un test ADECA (Amino Density Estimation by
Colorimetric Assay) (Figure 75.A). Les surfaces greffées de DGL-G2,-G3 et -G4 offrent des
densités de groupements amines par nm’ respectives de 3,66 = 0,18 ; 4,04 = 0,23 et 7 = 0,45.
Le bruit de fond a été déterminé a partir d’un contrdle représenté par une microplaque brute.

Des lames de verre fonctionnalisées avec des DGL ont été préparées comme décrit par
Coussot et al (Coussot, Perrin et al. 2011), puis analysées par AFM (Atomic Force
Microscopy) (Figure 75.B). Les valeurs mesurées de la rugosité quadratique moyenne (Rq)
pour le contrdle, les DGL-G2, -G3 et -G4 sont respectivement de 0,184 ; 0,457 ; 0,448 et
0,512. Ces résultats révelent que les topographies de surfaces sont homogenes et différentes

des lames de verre brutes.
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Figure 75: Analyses des surfaces greffées de DGL. A/ Estimation de la densité de groupements
aminés des microplaques greffées avec les DGL de génération 2 a 4. Le blanc, correspondant a une
microplaque brute, est soustrait. B/ Mesures, par microscopie a force atomique, sur des surfaces de
verre brutes ou fonctionnalisées avec des DGL de génération 2 a 4. Rq représente la rugosité

quadratique moyenne. La barre d'échelle indique 100 nm.
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IV.1.3. Prolifération des fibroblastes

La prolifération des fibroblastes dermiques humains a ét¢ déterminée par un test UptiBlue
apres deux et quatre jours de culture sur des surfaces fonctionnalisées avec les DGL. Une
légeére augmentation significative de la prolifération est observée dés deux jours apres
I'ensemencement des cellules sur les polymeres cationiques (Figure 76). Cette augmentation
est confirmée aprés quatre jours et représente un gain de 33% de l'activité métabolique

mesurée comparé au controle, qui correspond a la plaque brute.
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Figure 76: Suivi de la prolifération des fibroblastes dermiques humains sur des surfaces
fonctionnalisées avec les DGL (G2-G4) et la PLL, en utilisant le réactif UptiBlue. Le
contrdle (CTRL) correspond a la plaque brute. Les données sont exprimées en moyenne + SD, et sont
représentatives de 3 expériences indépendantes. Une ANOVA a deux facteurs suivie d'un test post hoc
Newman-Keuls est effectuée pour la détermination des valeurs de p, avec comme référence la plaque

brute. *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; n.s. non significatif.
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IV.1.4. Adhérence et étalement des fibroblastes

L'adhérence précoce des fibroblastes dermiques humains sur les DGL a été déterminée par la
méthode décrite par Goodwin et Pauli utilisant du Percoll. Cette méthode fournit une semi-
quantification sensible apportée par une séparation de phase des cellules non-adhérentes et la
mesure du colorant (cristal violet), incorporé¢ dans les cellules adhérentes, par suivi de
I’absorbance a 570 nm (Goodwin and Pauli 1995). Les plaques de culture en polystyréne sont
généralement traitées avec des méthodes spécifiques dépendantes du commerce dans le but
d’améliorer ’adhérence cellulaire. Pour contourner ce paramétre et normaliser les résultats,
les plaques ont ¢té¢ bloquées avec de la BSA. L’adhérence a été mesurée 5 min apres
I’ensemencement des cellules, temps nécessaire a I’adhérence de 50 % des cellules au contact
de la PLL dans nos conditions expérimentales. Les résultats révélent qu’aprés 5 min, les
différentes générations de DGL font preuve de propriétés adhésives plus fortes (15-20%) que
la PLL (Figure 77.A). Les cellules ayant été trypsinées avant I’expérience, il s’agit ici d’une
adhérence précoce passive ne faisant pas intervenir de systtme d’ancrage via les protéines
membranaires..

Les cellules ont ensuite été observées a un stade plus avancé de ’adhérence cellulaire par
microscopie confocale (Figure 77.B). Aprés 30 min, les cellules présentent des extensions
cytoplasmiques circulaires avec des structures de filaments d’actine sur des surfaces de PLL
et DGL, tandis que les cellules sur le controle ont une forme ronde avec un réseau d’actine
diffus. L’aire recouverte par les cellules a encore grandi aprés 60 min d’incubation. En
revanche, aucune différence notable n’est observée entre les conditions PLL et DGL alors que
I’étalement des cellules sur les plaques contrdles est toujours retardé. Une fois que les cellules
approchent de leur aire maximale, leur membrane plasmique présente des contours moins

réguliers.

218



Résultats I'V. Les dendrigrafts de poly(L-lysine) : DGL

A B o
Hoechst — Phalloidine
» i 30 min 60 min
20 7 ## sokok *kK
ko 18 1 sk + +
8_ 16 etk +
o
g o M 2
= S 12 ~
< b o
=8 g 10 | &)
§ 9 s
.5 s
25 6]
= 4
< 2]
0l ™1
CTRL PLL G2 G3 G4
DGL
-
—
=
N
Q
-
Q
a

Figure 77: Adhérence précoce et étalement des fibroblastes dermiques humains sur des
surfaces fonctionnalisées avec les DGL (G2-G4) et la PLL. A/ Test d’adhérence cellulaire
réalisé¢ sur les DGL (G2-G4) et la PLL, en utilisant la méthode du Percoll et la plaque brute en
controle. Les cellules sont ensemencées pendant 5 minutes. Apres fixation et coloration au Cristal
Violet, le colorant incorporé est dissous et l'absorbance est mesurée a 570 nm. Les données sont
exprimées en moyenne £ SD (n=8), et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. Les
résultats sont exprimés par rapport au controle. Une ANOVA a un facteur suivie d'un test post hoc
Newman-Keuls est effectuée pour la détermination des valeurs de p. *** p<0,001 par rapport au
controle, ### p<0,001 et ## p<0,01 par rapport a la condition PLL. B/ Etalement des cellules observé
par microscopie confocale (n=3). Les cellules sont ensemencées sur des surfaces en verre
fonctionnalisées avec la PLL et les DGL-G3, puis fixées aux temps indiqués. Le contréle (CTRL)
correspond au verre brut. Les noyaux cellulaires et les réseaux d'actine sont contremarqués en utilisant
respectivement le colorant Hoechst (cyan) et la phalloidine conjuguée a la rhodamine (rouge). Les

barres d'échelle indiquent 50 pm.
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En plus de I’étalement, les processus de migration et d’adhérence cellulaires sont controlés
par des mécanismes actifs, qui nécessitent in vitro un fort attachement a la surface. Les
macromolécules matricielles se lient principalement aux cellules par 1’intermédiaire des
intégrines, protéines hétérodimériques localisées a la surface cellulaire. Le récepteur de la
fibronectine, 1’intégrine asf;, est fortement exprimé dans les fibroblastes et favorisent leur
adhérence et leur motilité au cours du remodelage de la MEC et de la cicatrisation des plaies,
grace a la séquence consensus Arg-Gly-Asp (RGD) contenue dans la fibronectine (Takagi
2004; Kato, Okamoto ef al. 2011). Il a été¢ démontré que des monocouches auto-assemblées,
avec une haute densité de groupements NH,, présentent une forte affinité pour I’intégrine
asPi. a Pinverse, la PLL est bien connue pour étre un polymére indépendant de ’intégrine
(Faucheux, Tzoneva et al. 2006). Pour savoir si les DGL sont capables de se lier a ce
récepteur, les fibroblastes dermiques humains ont été cultivés pendant deux jours sur des
surfaces fonctionnalisées avec les DGL-G2, -G3 et -G4 et la PLL, avec en contrdle la plaque
brute. L expression des sous-unités composant 1’intégrine asp; a été analysée par western blot
(Figure 78.A). La sous-unité as est deux fois plus exprimée dans les cellules cultivées sur des
surfaces fonctionnalisées avec les DGL tandis qu’une expression basale identique est
observée dans les cellules cultivées sur le controle et la PLL. En revanche, aucune variation
de ’expression de la sous-unité B; n’est observée dans ces conditions. Des études précédentes
ont rapporté que certains supports synthétiques entrainaient une activation de 1’intégrine osf3;
dans les cellules endothéliales et, dans une moindre mesure, dans les fibroblastes (Hung, Chu
et al. 2012). De plus, en réponse a cette activation, une augmentation de la MMP-2 a été
observée.

Par conséquent, nous avons cherché a savoir si les niveaux d’expression et d’activité des
gé€latinases, MMP-2 et -9, étaient modifiés apreés deux jours de culture des fibroblastes
dermiques sur des surfaces fonctionnalisées avec les DGL. Pour cela, nous avons utilisé la
technique de zymographie a partir des milieux conditionnés de fibroblastes. Les résultats ne
montrent aucune différence ni dans la sécrétion de la proMMP-2, ni dans son activation
(Figure 78.B). D’autre part, aucune forme de la MMP-9 n’a pu étre observée dans les
conditions testées.

En conclusion, les DGL favorisent I’adhérence précoce et 1’adhérence active, par
I’intermédiaire de I’intégrine asP;, des fibroblastes dermiques humains par rapport a la PLL.

En revanche, les DGL n’influe pas sur les niveaux d’activité et d’expression de la MMP-2.

220
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Figure 78: Systéme d’adhérence actif des fibroblastes dermiques humains sur des
surfaces fonctionnalisées avec les DGL (G2-G4) et la PLL. A/ Analyse par western blot de

l'expression des intégrines B1 et a5. Les cellules sont cultivées pendant 48h sur les DGL de génération
2 a4 etla PLL, avant l'extraction totale des protéines et I'analyse par western blot des expressions des
intégrines Bl et aS5. Le contrdle (CTRL) correspond a la plaque brute. La GAPDH est utilisée en
controle interne pour s'assurer de l'uniformité du chargement des échantillons. Les résultats obtenus
pour I’intégrine a5 sont normalisés avec la GAPDH, puis quantifiés par analyse densitométrique a
I’aide du logiciel Image J. B/ Analyse des milieux conditionnés des fibroblastes dermiques humains,
préalablement cultivés sur des surfaces fonctionnalisées avec les DGL (G2-G4) et la PLL, pour
évaluer par zymographie les activités gélatinolytiques des MMP-2 et MMP-9 (n=1). Le controle
(CTRL) correspond a la plaque brute. Le milieu conditionné de la lignée de fibrosarcomes humains

HT1080 est utilisé comme référence.
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IV.2. Caractérisation des DGL comme support pour la culture 2D de
kératinocytes humains

A partir de cette étude, nous nous sommes focalisé sur la génération 3 des DGL, qui offre un
bon compromis entre une structure sphérique de diamétre acceptable, pour éviter I’auto-
agrégation des molécules de DGL, et une densité de fonction NH, satisfaisante pour la
conservation des propriétés physico-chimiques et biologiques des polyméres. Tout comme
nous I’avions fait pour la protéine Elactiv’, nous avons voulu évaluer le potentiel progéniteur
des kératinocytes primaires humains (NHK) cultivés sur des surfaces fonctionnalisées avec les
DGL-G3. Pour cela, nous avons évalué la capacité des cellules a se diviser et a former des
colonies, en présence des DGL-G3, aprés trois générations de douze jours de culture.
Le contrdle correspond a la plaque brute. Les résultats réveélent qu’apreés deux générations, les
kératinocytes, cultivés sur les DGL-G3, ne sont plus capables de se diviser et de former de
nouvelles colonies pour la 3™ génération, comparativement au contrdle (Figure 79.A).
Le potentiel progéniteur des kératinocytes est donc diminué en présence des DGL-G3.
La quantification du nombre et de la taille des colonies, selon la méthode de Stachelscheid
(Stachelscheid, Ibrahim et al. 2008) confirme cette perte de potentiel deés la premicre
génération (Figure 79.B). En effet, les cellules cultivées sur les DGL-G3 présentent 62 + 4 de
grandes colonies, 8 + 6 de colonies moyennes et 2 = 1 de petites colonies, comparé au
controle qui affiche 51 + 3, 18 + 3 et 12 £ 2 pour les grandes, moyennes et petites colonies
respectivement. Il est vrai que le pourcentage de grandes colonies est plus élevé pour les
DGL-G3, comparé au controle. Néanmoins, cette tendance est inversée pour la peme
génération ou le nombre de grandes colonies est de 22 + 3 pour les DGL-G3 comparé au
contrdle ou il est de 57 + 5. L’absence de colonies sur les DGL-G3 pour la 3¢me génération
signifie que les kératinocytes de 2°™ génération n’ont pas été capables de se diviser et de
former de nouvelles colonies : ils ont perdu leur potentiel progéniteur contrairement au
controle ou I’on dénombre encore 30 + 17 de grandes colonies et 2 + 1 de colonies moyennes.
En conclusion, la clonogénicité des kératinocytes est diminuée au contact des DGL-G3. Cela
pourrait s’expliquer par une adhérence plus importante ou une entrée en différenciation plus

précoce.
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Figure 79: Effet des DGL-G3 sur le potentiel progéniteur des Kératinocytes primaires
humains. A/ Etude de la capacité des kératinocytes a se diviser et a former des colonies « Colony
Forming Efficiency » sur des surfaces fonctionnalisées avec 20 pg/ml de DGL-G3. Le controle
(CTRL) correspond a la plaque brute. B/ Quantification du nombre et de la taille des colonies
visualisées en (A) selon la méthode de Stachelscheid (Stachelscheid, Ibrahim et al. 2008) qui classe les
colonies en trois catégories : petites (<1mm?), moyennes (1-2 mm?) et grandes colonies (>2mm?). Les
données représentent la moyenne + SEM (n=3). Une ANOVA a deux facteurs suivie d'un post test
Bonferroni est effectuée pour la détermination des valeurs de p. *** p<0,001; * p<0,1; n.s non

significatif.
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V. Etude de ’assemblage de I’unité hybride

Dans le but de valider 1’assemblage de 1’unité hybride (Dendrigraft de poly(L-lysine) (DGL)
+ Elactiv’), un test ADECA a été réalisé. Le greffage covalent d'Elactiv' a la surface des
DGL-G3 requiert un bras espaceur, le NHS-C4-malé¢imide, qui de part son groupement
maléimide, réagit préférentiellement avec la fonction thiol (-SH) présente au niveau de
l'extrémité N-terminale de la protéine élastique, pour former une liaison thioéther (Figure 80).

Cette réaction est rendue possible en milieu tamponné (pH 6,5-7,5).

§ Elactiv’
S/

N
D NHS-C4-maléimide

[+

NH

Figure 80: Schéma représentant 1'assemblage de 1'unité hydride (DGL-G3 + NHS-C4-

maléimide + Elactiv').

Les résultats du test ADECA montrent une diminution du pourcentage résiduel d’amines suite
au greffage du NHS-C4-maléimide a la surface des DGL-G3. Ce résultat démontre que le bras
espaceur s’est bien couplé aux amines a la surface des DGL, qui ne sont alors plus disponibles
pour le colorant. Une légére ré-augmentation de ce pourcentage fait suite au greffage
d’Elactiv’ sur le groupement malé¢imide du bras espaceur (Tableau 5). Ce résultat est en
faveur du greffage d’Elactiv’ puisque la protéine ¢€lastique possede des lysines au sein de sa
séquence qui deviennent alors disponibles pour le colorant. Par conséquent, Elactiv’ semble

se greffer sur le NHS-C4-maléimide, lui-méme greffé a la surface des DGL-G3.
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Pourcentage résiduel d’amines:
moyenne de 4 réplicats Concentration Elactiv’
(écart-type)
Concentration bras espaceur
NHS.-C4-Maléimide 0 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml | 100 pg/ml
0 mg/ml 100 104,0 103,9 100,4 98,5 98,6
(4,491) (5,443) (2,408) (2,952) (4,024) (4,617)
0,028 mg/ml i 94,9 97,5 92,1 94,7 93,7
(16,081) (2,287) (2,156) (1,698) (3,033) (2,432)
0,28 mg/ml 72,4 77,1 81,2 79,7 83,5 86,5
(2,971) (1,295) (1,485) (4,042) (1,873) (1,826)
o 68,0 67,7
2.8 'ml (3,326) 62,1 » 70,4 ’ 82,3
-8 mg/ ko (0,231) (2,569) (6,573) (3,315) (5,013)
p<0,001 ### p<0,001

Tableau S: Validation de I’assemblage de I’unité hybride ( DGL + NHS-C4-Maléimide +
Elactiv’) par un test ADECA « Amino Density Estimation by Colorimetric Assay » avec
comme tampon de greffage le PBS (n=4). Les DGL-G3 sont adsorbés sur une microplaque de
polystyréne a une concentration finale de 10 pg/ml, dans du PBS 2h a 4°C. Apres 3 rincages de la
microplaque au PBS, le NHS-C4-maléimide est greffé¢ sur les DGL-G3 suivant une gamme de
concentration variant de 0 a 2,8 mg/ml, dans du PBS pendant 2h a température ambiante. Apres 3
ringages, Elactiv’ est greffée sur le groupement maléimide du bras espaceur suivant une gamme de
concentration variant de 0 a 100 pg/ml, dans du PBS pendant 2h a température ambiante. Apres 3
ringages a I’eau, la microplaque est colorée avec une solution de Coomassie Brillant Blue (CBB)
pendant 2 min a température ambiante. L’exces de colorant est ¢liminé avant 1’étape de détection
(tampon de détection et HCI (3N)) et I’absorbance est mesurée a 611 nm. Les résultats sont représentés
en pourcentage résiduel d’amines pour chaque condition, et représentent la moyenne += SD de 4
réplicats. Une ANOVA a deux facteurs suivie d’un post test Bonferroni a permis de déterminer les
valeurs de p, *** p<0,001 avec comme référence la condition « 0 pg/ml Elactiv’- 0 mg/ml NHS-C4-
maléimide » et ### p<0,001 avec comme référence la condition « 0 pg/ml Elactiv’- 2,8 mg/ml NHS-

C4-maléimide ».
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Suite a ces résultats, nous avons validé 1’assemblage de I'unité hybride et nous avons voulu
observer 1’¢talement des fibroblastes dermiques humains (NHDF) aprés 30 et 60 min
d’adhérence sur I’unité¢ hybride, comparé aux DGL-G3 et a Elactiv’ (Figure 81). Apres 60
min d’adhérence, les cellules présentent des extensions cytoplasmiques circulaires avec des
structures de filaments d’actine sur des surfaces fonctionnalisées avec I’unité hybride et les
DGL-G3 (Figure 81.D et F-H). En revanche, les cellules ont un aspect étoilé sur des surfaces
fonctionnalisées avec la fibronectine et Elactiv’ (Figure 81.C et E). Par conséquent, les
fibroblastes ayant adhérés sur 1’unité hybride présentent une morphologie identique a ceux
ayant adhérés sur les DGL-G3, signifiant qu’Elactiv’ ne se serait pas greffée a la surface des
DGL-G3 (par I’intermédiaire du bras espaceur). Une autre hypothése envisagée est que les
forces passives électrostatiques induites par les DGL seraient trés importantes, au point que le
mécanisme actif d’adhérence, potentiellement apporté par la présence d’Elactiv’, deviendrait
négligeable devant ce phénomene. D’autre part, étant donné le caractére hautement cationique
des DGL-G3, des forces de répulsions sont susceptibles de se créer entre ces polymeres et la

protéine Elactiv’.
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- Phalloidine - Phalloidine

30 min 60 min

A E
CTRL Elactiv’
B F
DGL-G3 + NHS-C4-M
BSA (0,28 mg/ml)
+ Elactiv’ (50 ug/mi)
C G
DGL-G3 + NHS-C4-M
Fibronectine (2,8 mg/ml)
+ Elactiv’ (50 ug/ml)
D H
DGL-G3 + NHS-
DGL-G3 C4-M (2,8 mg/mi)
+ Elactiv’ (100 ug/mi)

Figure 81: Etalement des fibroblastes dermiques humains sur I’unité hybride (DGL-G3

30 min 60 min

+ NHS-C4-maléimide + Elactiv’) observé par microscopie a épifluorescence (n=1). De la
BSA (B), de la fibronectine C), des DGL-G3 (D), Elactiv’ (E) et des DGL-G3 en combinaison avec le
NHS-C4-maléimide et Elactiv (F-H) sont adsorbés sur des lames en verre a une concentration finale de
10 pg/ml, dans du PBS pendant 2h a 4°C. Le contréle correspond au verre brut (A). Aprés 3 ringages
des puits au PBS, le NHS-C4-maléimide est greffé sur les DGL-G3 a une concentration finale de 0,28
mg/ml (F) ou de 2,8 mg/ml (G et H), dans du PBS pendant 2h a température ambiante. Apres 3
ringages, Elactiv’ est a son tour greffée a une concentration finale de 50 pg/ml (F et G) ou 100 ug/ml
(H), dans du PBS pendant 2h a 4°C. Apres rincage des puits, les cellules sont ensemencées a une
densité de 1,5.10° cellules.cm™, et fixées aux temps indiqués. Les noyaux cellulaires et les réseaux
d'actine sont contremarqués en utilisant respectivement le colorant Hoechst (cyan) et la phalloidine

conjuguée a la rhodamine (rouge). Les barres d'échelle indiquent 20 pum.
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Ainsi, pour diminuer les forces de répulsion entre ces deux entités, les DGL-G3 ont été
greffés covalemment a la surface des microplaques de polystyréne dans le but d’obtenir une
monocouche homogeéne de polymeéres et ainsi controler la quantité¢ des DGL greffés. Un test
ADECA a été réalisé pour valider I’assemblage de 1’unité hybride. Suite au greffage du NHS-
C4-maléimide a la surface des DGL-G3, une diminution du pourcentage résiduel d’amines est
observée, signalant le greffage du bras espaceur (Tableau 6). En revanche, le greffage
d’Elactiv’ sur le NHS-C4-maléimide ne conduit pas a une ré-augmentation de ce pourcentage.
Elactiv’ ne semble donc pas se greffer sur le groupement maléimide du bras espaceur. Par
conséquent, le greffage covalent des DGL-G3 ne permettrait pas de diminuer les forces de
répulsion entre les polymeres et Elactiv’ si tant est que ce soit ce phénomeéne qui soit a la base

du probléme rencontré.

Pourcentage résiduel d’amines Concentration Elactiv’
Concentration NHS-C4-Maléimide 0 ng/ml 50 pg/ml 100 pg/ml
0 mg/ml 100 82,8 72,0
0,28 mg/ml 497 41,8 38,5
2,8 mg/ml 36,1 31,2 35,2

Tableau 6: Validation de I’assemblage de I’unité hybride ( DGL + NHS-C4-Maléimide +
Elactiv’) avec greffage covalent des DGL-G3, par un test ADECA (n=1). Les DGL-G3 sont
greffés sur une microplaque Costar DNA bind a une concentration de 10 mg/ml pendant 12h a
température ambiante dans du tampon bicarbonate (0,1M, pH 9,6). Les DGL qui n’ont pas réagi sont
¢liminés en lavant la microplaque avec du tampon bicarbonate, qui est ensuite plongée dans un bain a
ultrasons, contenant un mélange de tampon carbonate-bicarbonate 0,25 M pH 11,25 avec du méthanol
(v/v, 1:1), 2h a température ambiante. Apres ringage de la microplaque dans 1’acide acétique et dans
I’eau, le NHS-C4-maléimide et Elactiv’ sont greffés suivant le méme protocole décrit dans le tableau
5, avec entre chaque greffage, un lavage dans le bain a ultrasons. Pour le test ADECA, la microplaque
est colorée avec une solution de Coomassie Brillant Blue (CBB) pendant 2 min a température
ambiante. L. exces de colorant est éliminé avant 1’étape de détection (tampon de détection et HCI (3N))
et I’absorbance est mesurée a 611 nm. Les résultats sont représentés en pourcentage résiduel d’amines

pour chaque condition.
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Toujours pour tenter de diminuer les forces de répulsions entre les DGL-G3 et Elactiv’, nous
avons décidé d’utiliser des tampons salins (PBS NaCl 0,4-0,5M ; Hépes, Tris-HCI pH7) au
cours de I’assemblage de I'unité¢ hybride. Les résultats du test ADECA montrent une
diminution du pourcentage résiduel d’amines suite au greffage du NHS-C4-maléimide a la
surface des DGL-G3, et toujours une légére augmentation de ce pourcentage suite au greffage
d’Elactiv’ sur le groupement maléimide du bras espaceur, avec tout de méme une

amélioration avec les tampons hépes et Tris-HCI pH 7 (Tableau 7).

Pourcentage
résiduel d’amines

Concentration Elactiv’

NI_%?E?';&Z‘:; de Opg/ml | 50 pg/ml | 100 pg/ml | 0 pg/ml (50 pg/ml| 100 pg/ml| 0 pg/ml | 50 pg/ml [ 100 pg/ml
0 mg/ml 100,0 102,6 104,8 100,0 | 125,9 124,0 100,0 122,8 127,5
0,28 mg/ml 58,0 78,5 78,1 75,9 88,9 92,7 81,6 103,0 107,1
2,8 mg/ml 38,8 55,8 61,9 46,0 57,3 61,4 57,2 72,6 85,0
0 mg/ml 100,0 114,1 115,6 100,0 | 120,7 130,9
0,28 mg/ml 59,1 84,8 90,7 62,4 89,4 97,8
2,8 mg/ml 48,4 71,4 82,5 49,1 79,1 99,1

[ pBs [ PBS,NaC10,4M [] PBS,NaCl0,5M [ Hépes [ Tris-HClpH 7

Tableau 7: Validation de ’assemblage de I’unité hybride ( DGL + NHS-C4-Maléimide +
Elactiv’), par un test ADECA, avec comme tampons de greffage des tampons salins

(n=1). Les DGL-G3 sont adsorbés sur une microplaque de polystyréne a une concentration finale de
10 pg/ml, dans du PBS, PBS NaCl 0,4 M, PBS NaCl 0,5 M, Hépes et Tris-HCI pH 7, pendant 2h a
4°C. Apres 3 ringages de la microplaque dans les tampons respectifs, le NHS-C4-maléimide est greffé
sur les DGL-G3 suivant une gamme de concentration variant de 0 a 2,8 mg/ml, dans les différents
tampons salins pendant 2h a température ambiante. Apres 3 ringages, Elactiv’ est greffée sur le
groupement maléimide du bras espaceur suivant une gamme de concentration variant de 0 a 100
ug/ml, dans les tampons salins pendant 2h a température ambiante. Aprés 3 ringages a ’eau, la
microplaque est colorée avec une solution de Coomassie Brillant Blue (CBB) pendant 2 min a
température ambiante. L.’excés de colorant est éliminé avant I’étape de détection (tampon de détection
et HCI (3N)) et I’absorbance est mesurée a 611 nm. Les résultats sont représentés en pourcentage

résiduel d’amines pour chaque condition.
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Suite a ces observations, nous avons voulu vérifier que la présence de la protéine Elactiv’ était
bien due a un greffage covalent sur le bras espaceur de par sa fonction thiol (-SH) libre
présente a son extrémité N-terminale, et non a une adsorption sur I’ensemble DGL-G3/bras
espaceur. Pour cela, la validation du greffage par immuno-marquage a été réalisée, permettant
de visualiser la reconnaissance d’Elactiv’ par un anticorps anti-FLAG (spécifique de
I’extrémité N-terminale d’Elactiv’), en dosant par une réaction colorée cet anticorps
spécifique. La valeur de ’absorbance obtenue pour la condition « DGL-G3 + NHS-C4-
maléimide + Elactiv’ » est significativement plus importante comparée aux conditions
« Elactiv’ seule » et « DGL-G3 + Elactiv’ » (Figure 82). En revanche, les valeurs
d’absorbances obtenues pour « Elactiv’ seule » et « DGL-G3 + Elactiv’ » sont quasi
identiques signifiant qu’Elactiv’ s’adsorbe quoi qu’il en soit a la surface des DGL-G3, méme
en absence du bras espaceur. Par conséquent, il est impossible a ce stade de savoir si Elactiv’

se greffe bien sur le groupement maléimide du bras espaceur.
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Figure 82: Validation du greffage de la protéine Elactiv’ sur le groupement maléimide
du NHS-C4 maléimide par immunomarquage. Les DGL-G3 et Elactiv’ sont adsorbés sur une
microplaque aux concentrations respectives de 10 ug/ml et 50 ug/ml dans du PBS, 2h a 4°C. Le NHS-
C4-maléimide est, quant a lui, greffé a 0,28 mg/ml dans du PBS, 30 min a température ambiante. Le
greffage d’Elactiv sur le groupement maléimide est évalué par une technique immuno-enzymatique de
détection permettant de visualiser la réaction Elactiv’- anticorps anti-FLAG (spécifique de I’extrémité
N-terminale d’Elactiv’), en dosant par une réaction colorée cet anticorps spécifique. Les valeurs des
absorbances obtenues sont corrigées du « blanc » (correspondant au plastique brut). Les données
représentent la moyenne = SEM (n=8). Une ANOVA a un facteur suivie d'un test post hoc Newman-
Keuls est effectuée pour la détermination des valeurs de p. *** p<0,001 ; n.s non significatif par

rapport a la condition Elactiv’, et ### p<0,001 par rapport a la condition DGL-G3 + Elactiv’.
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Pour tenter de résoudre ce probléme et suivre la réaction entre le thiol libre d’Elactiv’ et le
groupement maléimide du bras espaceur, nous avons décidé d’utiliser un groupement
maléimide couplé a un fluorophore, le N-(5-fluorescéinyl) maléimide. De plus, pour optimiser
cette réaction et rendre accessible la fonction thiol au groupement maléimide, un détergent, le
Tween 20 a 0,1%, a été utilis¢ lors des étapes de greffage. Les résultats révelent une
augmentation trés significative de la fluorescence pour la condition « Elactiv’ + N-(5-
fluorescéinyl) maléimide » confirmant la réaction entre la fonction thiol libre d’Elactiv’ et le
groupement maléimide couplé au fluorophore (Figure 83). En revanche, I’intensité¢ de
fluorescence pour la condition « DGL-G3 + Elactiv’ + N-(5-fluorescéinyl) maléimide » est
tres faible et identique aux controles négatifs correspondant aux conditions « N-(5-
fluorescéinyl) maléimide seul » et « DGL-G3 + N-(5-fluorescéinyl) maléimide ». Ce qui
suggere qu’Elactiv’ ne se greffe pas sur le groupement maléimide dans ces conditions.

En présence de Tween 20 a 0,1 %, une augmentation tres significative de la fluorescence pour
la condition « Elactiv’ + N-(5-fluorescéinyl) maléimide » est également observée, confirmant
la réaction entre la fonction thiol libre d’Elactiv’ et le groupement maléimide couplé au
fluorophore (Figure 83). De plus, I’intensité de fluorescence pour la condition « DGL-G3 +
Elactiv’ + N-(5-fluorescéinyl) maléimide » est beaucoup plus importante comparativement
aux controles négatifs, confirmant ainsi la réaction entre la fonction thiol libre d’Elactiv’ et le
groupement maléimide couplé au fluorophore. Par conséquent, le Tween 20 a 0,1% permet de
débobiner la protéine Elactiv’ et ainsi rendre accessible sa fonction thiol libre au N-(5-

fluorescéinyl) maléimide.
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1 DGL-G3 + N-(5-fluoresceinyl) maleimide
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Ml FElactiv' + N-(5-fluoresceinyl) maleimide
Figure 83: Validation du greffage de la protéine Elactiv’ sur le groupement maléimide
du NHS-C4 maléimide en utilisant un fluorophore, le N-(5-fluoresceinyl) maléimide. Les
DGL-G3 et Elactiv’ sont adsorbés sur une microplaque standard a une concentration finale de 10
pg/ml dans du PBS, 2h a 4°C. Apres ringage de la microplaque au PBS ou PBS Tween 0,1%, le N-(5-
fluoresceinyl) maleimide est greffé a une concentration finale de 0,5 mg/ml dans du PBS, 30 min a
température ambiante. Aprés rincage, mesure de la fluorescence a 492 nm et 518 nm pour des
longueurs d’ondes d’excitation et d’émission respectives. Les données représentent la moyenne +
SEM (n=3). Une ANOVA a un facteur suivie d'un test post hoc Newman-Keuls est effectuée pour la

détermination des valeurs de p. *** p<0.001.

Maintenant que nous avons démontré que la réaction, entre la fonction thiol libre d’Elactiv’ et
le groupement maléimide du N-(5-fluorescéinyl) maléimide, était possible en présence de
Tween 20 a 0,1%, nous avons voulu valider ce résultat avec le bras espaceur de 1’unité
hybride : le NHS-C4-maléimide. Une gamme de Tween 20 de 0,1 a 1% a été utilisée au cours
de I’assemblage de I'unité hybride. Les résultats du test ADECA montrent une diminution du
pourcentage résiduel d’amines suite au greffage du NHS-C4-maléimide a la surface des DGL-
G3 (Tableau 8). En revanche, le greffage d’Elactiv’ sur le NHS-C4-maléimide n’entraine pas
d’augmentation du signal en présence de Tween 20. Ce détergent n’est pas compatible avec le
test ADECA et ne permet pas de répondre a notre question initiale, a savoir si la réaction a
lieu entre la fonction thiol libre d’Elactiv’ et le groupement maléimide du bras espaceur. Suite
a cet échec concernant I’assemblage de 1’unité¢ hybride, et toujours dans la perspective de
développer une matrice 3D, nous nous sommes tournés vers une stratégie différente
permettant d’aboutir a un hydrogel composite DGL/Elactiv’ en se focalisant uniquement sur

une chimie des amines présentes a la fois a la surface des DGL et dans la séquence d’Elactiv’.
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résli)((l)::lc (e;,l;?ng;es Concentration Elactiv’
Opg/ml | 10 pg/ml | 50 pg/ml |100 pg/ml| O pg/ml |10 pg/ml | S0 pg/ml | 100 pg/ml

0 mg/ml 100,0 104,4 122,1 124,4 67,5 79,6 84,0 78,9
0,028 mg/ml 98,7 100,0 110,4 112,4 69,7 70,2 69,6 70,1
0,28 mg/ml 86,7 90,3 105,0 103,1 65,0 65,8 65,1 65,4

0 mg/ml 62,2 69,5 75,9 76,3 75,2 71,0 70,1 72,6
0,028 mg/ml 61,7 66,6 59,4 71,2 66,4 56,8 60,5 60,5
0,28 mg/ml 62,3 65,2 62,0 65,8 64,3 61,9 64,6 60,7

1 PBS I PBS, Tween 0,1% [ PBS, Tween 0,5% ] PBS, Tween 1%

Tableau 8: Validation de I’assemblage de I’unité hybride ( DGL + NHS-C4-Maléimide +
Elactiv’), par un test ADECA, avec comme tampons de greffage du PBS, Tween 0,1-1%
(n=1). Les DGL-G3, le NHS-C4-maléimide et Elactiv’ sont greffés dans les mémes conditions décrit

dans le tableau 5, dans du PBS Tween 0,1 ; 0,5 et 1%. Les résultats sont représentés en pourcentage

résiduel d’amines pour chaque condition.
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VI. Hydrogel composite Elactiv’/ DGL-G3

Pour évaluer la possibilité¢ de former des hydrogels en utilisant les capacités de réticulation
lices a la forte présence de résidus lysyl- sur les DGL et la protéine Elactiv’, nous avons
réalis¢ des études préliminaires dans le but de former un hydrogel composite DGL-
G3/Elactiv’ (50:50), avec une architecture plus complexe afin d’augmenter ses propriétés
mécaniques et fonctions biologiques. La formation de I’hydrogel composite Elactiv’/DGL-G3
a ¢été possible grace a la réticulation des fonctions amines des résidus lysine des DGL-G3 et
de la protéine Elactiv’, par I’intermédiaire d’un bras de réticulation, le polyéthyleéne glycol
(PEG), qui possede une double fonctionnalité¢ succinimidyl (O,O'-Bis[2-(N-Succinimidyl-
succinylamino)ethyl] polyethylene glycol (NHS-PEG-NHS)). La vitesse de réticulation de
I’hydrogel, par réactions successives du NHS-PEG-NHS sur les amines des DGL et Elactiv’
(liaison amide), n’est que de quelques secondes.

Pour faciliter la colonisation cellulaire, la néo-vascularisation et la néo-synthése de tissu,
I’hydrogel composite est rendu poreux par une approche classique de porogeéne a base de
microspheres de paraffine, permettant la formation de pores hétérogeénes de taille comprise

entre 50 et 100 pm.

VI.1. Propriétés mécaniques

Pour ¢étudier et caractériser les propriétés mécaniques de 1’hydrogel composite DGL-
G3/Elactiv’ contenant 1% en masse de protéine ¢lastique, des analyses mécaniques
dynamiques ont été réalisées en émersion avec une amplitude de déplacement dynamique
définie a 10% et a 100 Hz.

La courbe de charge-décharge obtenue pour un cycle de compression sur I’hydrogel présente
une boucle d’hystérésis entre la courbe de charge et la courbe de décharge, caractéristique
d’un matériau viscoélastique (Figure 84.A). Cette boucle est liée au caractere dissipatif du
matériau. Apres analyses de la courbe de charge-décharge, le module complexe d’Young
(E*), la tangente delta (Tan 6) de I’hydrogel ainsi que le rapport de 1’énergie restituée au
cours de la phase de décharge, ont pu étre déterminés. Le module complexe d’Young traduit
la résistance de I’hydrogel a la déformation mécanique tandis que la tan & correspond au
rapport de I’énergie dissipée lors d’un cycle de compression sur le module élastique et est
défini comme le facteur d’amortissement compris entre 0 (matériau ¢élastique) et 1 (matériau

visqueux).
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Les résultats indiquent que le rapport de I’énergie restituée est d’environ 60% (Figure 84.B),
le module complexe d’Young de I’hydrogel est d’environ 120 kPa (Figure 84.C) et la tan 6
de 0,2 (Figure 84.D) pour une fréquence de compression de 100 Hz. En conclusion,
I’hydrogel composite DGL-G3/Elactiv’ présente un comportement mécanique caractéristique

d’un matériau élastique avec une faible viscosité.
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Figure 84: Analyses mécaniques dynamiques de ’hydrogel composite Elactiv’/ DGL-G3
contenant 1% en masse d’Elactiv’, avec une amplitude de déplacement dynamique
définie a 10% et a 100 Hz. A/ Courbe de charge-décharge obtenue pour plusieurs cycles de
compression sur I’hydrogel. B/ Energie restitué¢e par 1’hydrogel apres avoir subi plusieurs cycles de
compression avec une fréquence appliquée de 100 Hz (n=3). C/ Module complexe d’Young (E*, kPa)
de I’hydrogel défini pour une fréquence de compression de 100 Hz appliquée sur I’échantillon au
cours du test de compression (n=3). D/ Tan & de I’hydrogel définie pour une fréquence de compression

de 100 Hz appliquée sur 1’échantillon au cours du test de compression (n=3).
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VI.2. Morphologie des fibroblastes dermiques cultivés sur 1’hydrogel
composite

Dans le but d’évaluer la toxicité cellulaire de 1’hydrogel composite poreux DGL-G3/Elactiv,
des fibroblastes dermiques humains ont été cultivées pendant douze jours sur I’hydrogel
contenant 5 mg d’Elactiv’. Les observations du cytosquelette d’actine des fibroblastes, par
microscopie a épifluorescence, indique que les cellules se sont bien étalées et attachées a la
surface de I’hydrogel (Figure 85). Les cellules ont également proliféré a la surface de
I’hydrogel, en particulier au niveau des pores ou les fibroblastes apparaissent confluents

(Figure 85.C). Ces données nous indiquent une biocompatibilité satisfaisante de I’hydrogel

en présence des fibroblastes dermiques humains.

Figure 85: Observation du cytosquelette d’actine, par microscopie a épifluorescence, des
fibroblastes dermiques humains cultivés sur I’hydrogel composite poreux Elactiv’/

DGL-G3. Les fibroblastes dermiques sont ensemencés sur I’hydrogel, contenant 5 mg de protéine
Elactiv’, a une densité de 10 000 cellules.cm™ puis cultivés pendant 12 jours. Aprés fixation des
cellules, les réseaux d'actine sont contremarqués en utilisant la phalloidine conjuguée a la rhodamine

(orange). Les barres d'échelle indiquent 20 um (n=1).

VI1.3. Implantation de I’hydrogel composite en sous-cutanée chez la souris

Apres avoir vérifié la biocompatibilité¢ de I’hydrogel composite poreux DGL-G3/Elactiv’ in
vitro, nous avons voulu vérifier son innocuité et sa résorption in vivo en I’implantant pendant
3 semaines en sous-cutané chez la souris. Deux hydrogels composites de 2 mm d’épaisseur et
contenant 1% en masse de protéine Elactiv ont été implantés durant trois semaines en sous-

cutané chez la souris.
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Les analyses histologiques, par coloration standard Hématéine-Eosine-Safran, révelent la
présence d’une fine capsule fibro-inflammatoire au contact de I’hydrogel, localisé¢ en-dessous
de I’aponévrose, mais qui n’entoure pas la totalit¢ de I’hydrogel (Figure 86.A-B). Des
cellules inflammatoires telles que les macrophages, qui fusionnent pour former des « cellules
géantes », et quelques granulocytes sont présents a I’intérieur des pores de I’hydrogel (Figure
86.C). Comme pour I’hydrogel Elactiv’ seule, cette réaction inflammatoire apparait
systématiquement suite a la présence d’un corps étranger dans le tissu cutané. Une néo-
vascularisation développée est visible au niveau des pores de I’hydrogel avec a I'intérieur de
chaque vaisseau la présence d’une quantité importante d’hématies (Figure 86.C-F). Les
vaisseaux sanguins permettent [’extravasion des cellules inflammatoires d’ou leur
colocalisation. En revanche, 1’absence de lymphocytes tend a exclure toute inflammation
aigiie. Toujours au niveau des pores de 1’hydrogel, nous pouvons observer une néo-synthese
de MEC, avec 'infiltration de fibroblastes a I’intérieur du néo-tissu conjonctif (Figure 86.E-
G). L’invasion cellulaire et vasculaire au sein I’hydrogel ainsi que la faible réaction
inflammatoire générée permettent de confirmer la biocompatibilit¢ de I’hydrogel composite
poreux Elactiv’/DGL-G3. De plus, nous pouvons observer que les macrophages phagocytent
de fagon significative les contours des pores de I’hydrogel (Figure 86.F-G). En conclusion,

I’hydrogel composite poreux Elactiv’/ DGL-G3 est biocompatible et biodégradable.
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Figure 86: Implantation de I’hydrogel composite Elactiv’/ DGL-G3 poreux en sous-

cutanée chez la souris (n=1) pendant 3 semaines. Coloration hématéine-Eosine-Safran du tissu

cutané.
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Discussion I. Comparaison des propriétés physico-chimiques
d’Elactiv’ avec la TE et les ELP

Les peptides ¢lastiques décrits dans la littérature sont essentiellement des peptides
chimériques au sein desquels des séquences bioactives exogenes, spécifiques d’autres
protéines matricielles, ont été ajoutées dans le but d’améliorer leurs fonctions biologiques.
Ces peptides chimériques présentent des propriétés supplémentaires qui ne sont pas retrouvées
dans la tropoé¢lastine humaine (TE) et les ¢loignent ainsi de la fonction native de la protéine.
L’objectif de notre étude ¢était de développer une protéine €lastique avec une structure moins
complexe afin de mimer le plus justement possible les propriétés de la TE et de répondre a un
besoin de standardisation des propriétés €lastiques dans des modeles d’ingénierie tissulaire.
Pour cela nous nous sommes inspirés des propriétés uniques de la TE inhérentes a son
comportement mécanique ¢€lastique intrinseque, sa capacit¢ d’auto-assemblage et ses
propriétés biologiques, tout en essayant de soustraire les parametres indésirables de cette
protéine et notamment son caractére pro-inflammatoire dii a une multitude de peptides
bioactifs libérés suite a sa dégradation et I’hétérogénéité de ses isoformes qui sont tissus-
spécifiques (Heim, Pierce et al. 1991). Dans cette partic nous discuterons des propriétés

d’Elactiv’ sous un angle de comparaison avec la TE ou d’autres ELP déja décrits.

I. Comparaison des propriétés physico-chimiques d’Elactiv’ avec
la TE et les ELP, liées a D’auto-assemblage et au caractere
¢élastique

I.1. Structure et coacervation

La protéine Elactiv’ a été congue en respectant la structure globale de la TE, a savoir une
alternance de domaines hydrophobes et de réticulation (Wise and Weiss 2009). Contrairement
a la TE, les séquences des domaines hydrophobes et de réticulation d’Elactiv’ sont constituées
des mémes unités de répétition d’acides aminés, a savoir les motifs VGVAPG et VGVLPG
pour les domaines hydrophobes, et le motif AAAKAAAKAAK pour les domaines de
réticulation. Dans la structure primaire d’Elactiv’, les domaines hydrophobes sont trouvés en
plus grande proportion. Elactiv’ est en revanche la seule protéine élastique connue a ce jour,
qui conserve intégralement le domaine 36 de la TE comprenant le pont disulfure connu pour
faciliter 1’assemblage des fibres ¢élastiques (Nonaka, Sato ef al. 2014). La conservation de ce

domaine augmente ainsi le potentiel biomimétique d’Elactiv’.
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La régularité dans les séquences d’acides aminés des différents domaines d’Elactiv’ et la
présence d’un plus grand nombre de domaines hydrophobes, conduisent a des variations dans
le repliement d’Elactiv’, en particulier au niveau des structures secondaires, compar¢ a la TE.
Les spectres de dichroisme circulaire révelent qu’ Elactiv’ se replie majoritairement sous la
forme d’une hélice gauche de type polyproline II (PPII) de fagon similaire a la TE
(Bochicchio and Pepe 2011). Elactiv’ forme également des hélices a mais en plus faible
nombre que la protéine native. Cette diminution de la quantité d’hélices a résulte du nombre
plus faible de domaines de réticulation, connus pour s’organiser spontanément en hélices o
(Muiznieks and Weiss 2007), et contribue a la flexibilité d’Elactiv’, apportée par les domaines
hydrophobes. L’arrangement contextuel des domaines hydrophobes au sein de la structure
primaire d’Elactiv’ et leur libert¢ de mouvements, apporté par les résidus de proline et de
glycine, facilite 1’agrégation entre les domaines hydrophobes proximaux, similaire a la TE
(Toonkool, Jensen et al. 2001). Les résidus de proline et de glycine, contenus dans les motifs
hydrophobes VGVAPG et VGVLPG, participeraient conjointement, mais pour des raisons
opposées, a la flexibilit¢ d’Elactiv’. En effet, la glycine favorise la mobilité d’Elactiv’, lui
permettant d’adopter diverses conformations. En revanche, la proline favorise la rigidite,
empéchant la formation de structures secondaires stables (Roberts, Dzuricky et al. 2015).
Par conséquent, 1’agrégation des domaines hydrophobes d’Elactiv’ in vitro est rendue possible

par leur flexibilité.

Ce phénomene d’auto-agrégation est également dépendant de I’environnement, en particulier
de la température de la solution. Les mesures de diffusion dynamique de la lumicre révelent
que la protéine Elactiv’ est sensible a la chaleur et subit une transition de phase inverse
semblable a la TE et aux peptides ¢€lastiques (Meyer and Chilkoti 1999) (Reguera, Urry et al.
2007). En effet, en-dessous de 30°C (correspondant a la température de transition, Tt),
Elactiv’ est soluble dans le PBS, alors qu’au-dessus de cette température, la protéine coacerve
et forme de petits agrégats dont le diamétre augmente avec 1’augmentation de la température
et atteint une taille maximale a 60°C, indiquant la fin du processus de coacervation.
Les mesures de DLS lors du refroidissement de la solution d’Elactiv’ de 60°C a 20°C, c’est-a-
dire en-dessous de la Tt, indique que les agrégats retrouvent leur taille originelle et, par
conséquent, prouve une transition réversible compléte de la solution d’Elactiv’, similaire a la

TE.
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Cette capacité intrinséque de coacervation, spécifique a la TE, doit étre requise par les
peptides ¢élastiques dans le cadre d’applications biomédicales, en particulier dans les systémes
d’administration de médicaments et dans les technologies d’ingénierie tissulaire (Yeo,
Aghaei-Ghareh-Bolagh ef al. 2015). La validation de cette capacité par Elactiv’ lui permet
ainsi d’étre utilisée dans diverses applications. Néanmoins, la température de transition
d’Elactiv’ est plus basse que celle de la TE dans les conditions physiologiques, 30°C pour
Elactiv’ contre 37°C pour la protéine native. Cette diminution est notamment liée a la plus
grande proportion de domaines hydrophobes dans la structure primaire d’Elactiv’.
La température de transition est plus faible et la coacervation favorisée pour les especes
possédant un plus grand nombre de domaines hydrophobes (Toonkool, Jensen et al. 2001)
(Jensen, Vrhovski ef al. 2000). De plus, diminuer le nombre de proline ou augmenter 1’écart
entre deux résidus de proline au sein des domaines hydrophobes conduit a une variation
importante du processus de coacervation dans les conditions physiologiques (Muiznieks and
Keeley 2010). En conséquence, le nombre de résidus de proline et leur arrangement tres
régulier au sein des motifs hydrophobes d’Elactiv’ peut également favoriser la coacervation.
La séquence des motifs hydrophobes, I’hydrophobicité moyenne d’un résidu d’acide aminé et
I’arrangement contextuel des domaines hydrophobes affecte ¢galement la capacité de
coacervation in vitro (Yeo, Keeley et al. 2011) . Le processus de coacervation a été reconnu
pour étre la premicre grande étape de 1’assemblage des fibres ¢élastiques (Narayanan, Page et

al. 1978).

Bien que les domaines hydrophobes soient essentiels pour la séparation de phase dans la
coacervation, la plupart d’entre eux ne sont pas capables de promouvoir la stabilité du
coacervat. Inversement, les domaines de réticulation, en particulier les domaines de type KA,
dans lesquels les résidus de lysine destinés a la réticulation sont situés dans les séquences de
polyalanine, ont généralement été considérés pour étre relativement stables et passifs dans le
processus de coacervation. Néanmoins, de récentes études ont démontré 1I’importance des
domaines de réticulation, a la fois dans la régulation et 1’induction de I’auto-assemblage des
peptides élastiques, et I’importance des chaines latérales des lysines pour prévenir, dans ces
domaines, la formation d’agrégats protéiques, dits amyloides (Reichheld, Muiznieks et al.
2014). Les domaines de réticulation sont structurellement labiles pendant la coacervation et

s’adaptent a leur environnement et leur état agrégé.
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Ceci suggere I'importance des domaines de réticulation dans la structure primaire d’Elactiv’
¢tant donné leur faculté a affecter indirectement les domaines hydrophobes et, par conséquent,

la capacité de la protéine a coacerver.

I.2. Auto-assemblage multi-échelle

Les études de microscopie €lectronique ont permis de déterminer si Elactiv’ était capable de
suivre les mémes ¢étapes d’auto-assemblage in vitro que la TE. Les observations par
microscopie ¢électronique a transmission des coacervats d’Elactiv’, obtenus au-dessus de la Tt,
réveélent qu’aux faibles concentrations, Elactiv’ forme des petites sphéres individuelles
creuses qui, a plus forte concentration, fusionnent et coalescent donnant des filaments perlés
de différentes formes géométriques. Les spheres de TE ne coalescent pas au hasard puisque la
géométrie des spheres fusionnées dicte la distribution spatiale éventuelle de 1’¢lastine (Tu,
Wise et al. 2010). Au cours du processus de coacervation, Elactiv’ suit des étapes distinctes
semblables a celles suivies par la TE, a savoir la formation de petites spheres suivie de leur
agrégation pour former de plus grandes spheres, la fusion et la coalescence des spheres pour

donner une structure en filaments perlés (Tu, Wise et al. 2010).

L’évolution des agrégats d’Elactiv’ vers une architecture plus complexe, sous la forme d’un
hydrogel composé exclusivement d’Elactiv’ réticulé par de la génipine, permet d’accéder aux
parametres mécaniques de cette structure tridimensionnelle, mais également d’analyser sa
toxicité cellulaire et son innocuité in vivo. L’analyse des agrégats d’Elactiv’, par microscopie
¢électronique a balayage, révele qu’en présence de génipine, les agrégats forment un réseau
trés dense, ou les sphéres, en plus d’étre interconnectées comme des billes sur une chaine,
forment des structures semblables a des fibres avec un diametre (0,2 um) similaire a ceux des
fibres élastiques in vivo (Ushiki 1992). Quand la concentration en Elactiv’ augmente pour une
méme concentration en génipine, la plupart des molécules d’Elactiv’ ont déja coalescées pour
former un hydrogel poreux. En revanche, la taille des pores (entre 1 et 5 um) ne laisse pas
envisager la colonisation passive de telles structures par des cellules mésenchymateuses.
Les tests d’indentation réalisés a la surface de I’hydrogel Elactiv’-génipine révélent le
caractere ¢lastique de 1I’hydrogel, par un comportement mécanique similaire quel que soit la
charge normale appliquée, et par la perte d’un faible pourcentage d’énergie par cycle de

charge et de décharge.
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Il a été démontré que la réponse mécanique de la TE repose sur un mécanisme dynamique
entre les domaines hydrophobes de la TE et les molécules de solvant (Muiznieks, Weiss et al.
2010). En effet, en absence d’eau, la flexibilité des chaines carbonées de la TE est réduite, ce

qui affecte son élasticité.

En comparaison du module d’Young de la peau in vivo (entre 10 et 20 kPa), I’hydrogel
Elactiv’ (Figure 87) montre une plus grande rigidit¢ (module d’Young de 1,4 a 1,5 MPa) du
méme ordre de grandeur que les peptides €lastiques EP20-24-24, composés des exons 20-21—
23-24-21-23-24 du gene ELN de la TE (He, Miao et al. 2012). Cette différence peut
s’expliquer par I’utilisation de la génipine, qui s’est avérée €tre un agent de réticulation
efficace, augmentant la rigidité et la résistance a la traction de divers matériaux, tels que des
matrices a base de collagene et d’elastin-like recombinamer pour 1’ingénierie tissulaire des
tissus mous (Kinikoglu, Rodriguez-Cabello et al. 2011), de gels de peptides élastiques pour la
régénération osseuse (Hrabchak, Rouleau et al. 2010) ou encore d’hydrogels de chitosan pour

I’ingénierie tissulaire (Gao, Gan et al. 2014).
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Figure 87: Echelle du module d’élasticité (module d’Young réduit E*) permettant de classer les

tissus biologiques du plus mou (le cerveau) au plus rigide (les os et les dents).

I.3. Intégration dans les fibres élastiques

Elactiv’ étant capable de s’auto-assembler a diverses échelles, nous avons ensuite voulu
savoir si cette protéine, ajoutée en solution dans le milieu de culture de fibroblastes dermiques
sains, €tait capable d’exercer la fonction premicre de I’¢lastine, a savoir de former des

structures fibrillaires.
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En incubant Elactiv’ avec des fibroblastes dermiques de J5 a J8 post-confluence, nous avons
pu observer que la protéine était capable de s’incorporer au sein des fibres €lastiques néo-
synthétisées, et de former de petits agrégats au sein de la MEC (Figure 88.B), dont la taille
apparait augmenter en fonction de la concentration en protéine dans le milieu de culture.
Toutefois, lorsque la concentration en protéine est augmentée, Elactiv’ n’apparait plus
incorporée dans les fibres ¢lastiques néo-synthétisées. Seuls de gros agrégats d’Elactiv’ sont
visibles, ce qui suggere que la taille des agrégats est trop importante pour qu’ils soient pris en
charge par les protéines microfibrillaires afin d’étre déposés sur les microfibrilles.

Il a été démontré que les fibuline-4 et -5 empéchent la croissance des coacervats au-dela de la
taille observée in vivo, et favorisent leur regroupement en un réseau organis¢ (Cirulis,
Bellingham ef al. 2008). Dans cette étude, la protéine Elactiv’ a été ajoutée cing jours apres la
confluence et laissée au contact des cellules pendant trois jours. A cinq jours post-confluence,
les cellules ont déja synthétisé les fibres ¢lastiques, et 1’expression des protéines
microfibrillaires, dont les fibuline-4 et -5, est diminuée car la sécrétion de TE par les
fibroblastes est réduite. De plus, le temps de contact entre Elactiv’ et les cellules est trop
court pour induire une augmentation de 1’expression des fibuline-4 et -5, nécessaire pour la
prise en charge des gros agrégats d’Elactiv’.

Par ailleurs, I’intégration d’Elactiv’ dans les fibres de TE préformées et la formation des
agrégats d’Elactiv’ ne se produisent plus en présence d’un inhibiteur de la LOX (Figure
88.C). Ceci indique ce phénomene est actif car il nécessite 1’activité enzymatique de la LOX.
Dans le processus d’assemblage des fibres €lastiques, la TE sécrétée coacerve a la surface de
la cellule sur ses récepteurs spécifiques dont I’EBP et I’intégrine a3 (Wise and Weiss 2009).
Deux hypotheses ont été émises quant a la suite des événements : la premiére hypothése est
que les coacervats de tropoélastine se déposeraient sur les microfibrilles avant d’étre réticulés
par les lysyl-oxydases (Nivison-Smith and Weiss 2011); alors que la deuxieéme hypothése est
que les coacervats seraient d’abord réticulés dans 1’espace extracellulaire avant d’étre déposés
sur les microfibrilles (Silva, Vilela et al. 2014). La deuxiéme hypothese est plus en adéquation
avec ce que nous observons pour la protéine Elactiv’ car les agrégats d’Elactiv’ que nous

avons pu observer dans la MEC ont besoin de la LOX pour leur formation.
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Figure 88: Mécanisme d’incorporation d’Elactiv’ dans les fibres élastiques néo-

synthétisées par les fibroblastes dermiques sains. A/ Néo-synthése des fibres élastiques par les
fibroblastes dermiques de JO a J5 post-confluence. B/ Traitement des fibroblastes dermiques avec

Elactiv’ de J5 a J8 post-confluence. C/ Traitement des fibroblastes dermiques avec Elactiv’ et un
inhibiteur de la LOX de J5 a J8 post-confluence.
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I1. Activités biologiques d’Elactiv’

Pendant longtemps, les effets des peptides élastiques ont été exclusivement imputés aux
interactions entre les motifs hydrophobes, du type XGXXPG, et ’EBP (Elastin Binding
Protein) a la surface cellulaire (Hinek, Boyle ef al. 1992) (Hinek and Rabinovitch 1994).
Plus récemment, il a ét¢ montré que la région C-terminale de la TE peut se lier aux cellules
par I’intermédiaire du motif GRKRK et de I’intégrine o,B; (Bax, Rodgers et al. 2009),
pouvant induire des signaux intracellulaires différents de ceux délivrés par les motifs
hydrophobes (Broekelmann, Kozel et al. 2005). Ainsi, Elactiv’ comportant d’une part les
motifs VGVAPG-VGVLPG et d’autre part le motif GRKRK du domaine 36 de la TE, serait
capable de se lier aux deux récepteurs majeurs de la TE et de transduire des signaux

intracellulaires de fagon quasi-similaire a la protéine native.

I1.1. Prolifération

En premier lieu, nous avons évalué ’effet d’Elactiv’ sur la prolifération des fibroblastes
dermiques sains en phases homogeéne et hétérogeéne. La prolifération des cellules en phase
hétérogeéne est identique pour Elactiv’ et le peptide VGVAPG, alors qu’en phase homogene
une augmentation significative de la prolifération cellulaire, en présence d’Elactiv’, est
observée 10 jours aprés ensemencement et ce de fagcon similaire au peptide VGVAPG.
Cette différence entre la prolifération en phase homogene et hétérogéne peut s’expliquer par
la différence de conformation de la protéine Elactiv’ dans les deux essais. En effet,
lorsqu’Elactiv’ s’adsorbe a la surface de la plaque de culture, sa conformation pourrait ne plus
présenter les séquences bioactives (VGVAPG et GRKRK) et ainsi empécher ’interaction
avec les cellules par I’intermédiaire des molécules transmembranaires (EBP et intégrine o,33).
En revanche, lorsqu’Elactiv’ est ajoutée en solution dans le milieu de culture, sa conformation
moins figée pourrait lui permettre d’exposer les séquences bioactives dans le but d’induire des
réponses cellulaires. De fagcon globale, ces résultats soulignent la biocompatibilit¢ d’Elactiv’
avec un comportement similaire aux peptides élastiques VGVAPG (Chatron-Colliet, Lalun e?
al. 2015). En effet, en se liant a ’EBP, les peptides VGVAPG activent la voie de transduction
du signal MEK/ERK Y5, qui active a son tour différentes cyclines kinases, en particulier les
cyclines D, A et E, stimulant la prolifération des fibroblastes (Mochizuki, Brassart et al. 2002;
Korotayev, Chaussepied et al. 2008).
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I1.2. Adhérence

La fonctionnalité¢ des motifs VGVA/LPG et GRKRK de la protéine Elactiv’ a été évaluée par
des tests d’adhésion cellulaire sur des surfaces recouvertes d’Elactiv’ en présence d’un
inhibiteur de I’EBP, le L-lactose (Mecham, Hinek et al. 1989), et d’un anticorps bloquant
anti-intégrine a,P;. L’adhérence des fibroblastes dermiques est diminuée sur Elactiv’ en
présence de chacun des inhibiteurs avec, néanmoins, un effet Iégérement plus prononcé (mais
non significatif) avec le L-lactose qu’avec I’anticorps bloquant anti-intégrine o,f; Cette
différence peut s’expliquer par la présence d’un grand nombre d’unités de répétition
VGVA/LPG dans la structure primaire d’Elactiv’ comparé au motif unique GRKRK. Lorsque
les deux inhibiteurs sont ajoutés dans le milieu de culture, la diminution de 1’adhésion des
fibroblastes est encore plus marquée avec un effet cumulatif des inhibiteurs sur I’adhésion
cellulaire. Ces résultats confirment la contribution des motifs VGVA/LPG et GRKRK
d’Elactiv’ dans 1’adhésion des fibroblastes dermiques et, par conséquent, soulignent leur
potentiel biologique. De plus, I’augmentation de 1’expression protéique de la sous-unité a, de
I’intégrine a,P; apres 48h de culture sur des surfaces recouvertes d’Elactiv’ conforte la

fonctionnalit¢ du motif GRKRK présent a I’extrémité C-terminale d’Elactiv’.

I1.3. Induction des MMP et dégradation

Pour faciliter la migration et la prolifération des cellules sur des surfaces recouvertes
d’Elactiv’, la sécrétion des MMP est indispensable pour dégrader la matrice d’Elactiv’.
Nous nous sommes intéressés a la MMP-2 car elle a été décrite pour jouer un réle important
dans la physiopathologie des tissus mous tels que la peau (Creemers, Jansen et al. 1998).
La présence d’Elactiv’ dans le milieu de culture de fibroblastes sains entraine une légere
augmentation de 1’expression de la pro-MMP2 mais pas celle de sa forme activée. Toutefois,
cette légere augmentation de la pro-MMP2, en présence d’Elactiv’, ne conduit pas a une
augmentation de I’expression de la MMP-2, dans des conditions spécifiques a son activation.
Les cinétiques de dégradation d’Elactiv’ par la MMP-2 révelent qu’Elactiv’ est moins
dégradée au cours du temps que la TE recombinante, soulignant la stabilit¢ d’Elactiv’.
Des études antérieures ont montré que les peptides synthétiques VGVAPG augmentent la
production de MMP-2 par les fibroblastes dermiques en culture, selon un mécanisme post-
transcriptionnel impliquant la phospholipase D (Huet, Brassart ef al. 2001). Contrairement a
ces peptides, Elactiv’ n’est pas impliquée dans ce mécanisme et n’est donc pas susceptible de

déclencher une inflammation.
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Aucune forme de la MMP-9 n’est observée dans les fibroblastes sains traités par Elactiv’.
La MMP-9 n’est pas exprimée dans les fibroblastes sains mais est plutdét associée aux
fibroblastes transformés de type fibrosarcomes comme la lignée HT1080 (Morodomi, Ogata
et al. 1992). Toutefois la TE est reconnue pour étre un substrat de cette enzyme et présente
pas moins de 63 sites de clivage (Heinz, Jung et al. 2010). De plus, une augmentation de
I’expression de la pro-MMP9 a été observée dans les tumeurs de mélanome traitées avec des
peptides ¢lastiques de type k-¢lastine (Devy, Duca et al. 2010). 11 a ét¢ démontré que
I’expression des MMP-2 et -9 est augmentée dans la sténose aortique (Helske, Kupari et al.
2007). De plus, la MMP-9 est également impliquée dans la rupture myocardique, aprés un
infarctus de myocarde (Romanic, Harrison et al. 2002), et dans le photo-vieillissement de la
peau (Kahari and Saarialho-Kere 1997). Ainsi, Elactiv’ pourrait ne pas conduire au
développement de ces pathologies dans le cas ou elle serait utilisée en tant qu’agent

thérapeutique ou en ingénierie tissulaire.

Par ailleurs, Elactiv’ est dégradée par la MMP-12 au cours du temps de facon similaire a la
TE, dans laquelle 86 sites de clivage ont été identifiés (Heinz, Jung et al. 2010). Cette
dégradation se fait par I’intermédiaire des motifs VGVAPG, reconnus pour étre clivés par la
MMP-12 (Taddese, Weiss et al. 2009). Il a également ét¢ démontré que des surfaces
fonctionnalisées avec la TE présentent une augmentation de la sécrétion de la MMP-12, et que
cette réponse se fait par I’intermédiaire de ’EBP et de I’intégrine o3 (Almine, Wise et al.

2013)

La sensibilit¢ d’Elactiv’ pour les MMP-2 et -12 et la structure particuliere des agrégats
d’Elactiv’ en petites spheres creuses, observée par microscopie électronique a transmission,
laisse envisager la possibilité d’utiliser les coacervats d’Elactiv’ comme des microcapsules
dans lesquels des molécules médicamenteuses pourront étre piégées puis libérées de fagcon

contrdlée, par I’action de protéases, dans le tissu cible.
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I1.4. Morphologie cellulaire et différenciation myofibrobastique

Au sein des tissus, les cellules sentent et répondent aux propriétés mécaniques spécifiques de
leur microenvironnement a travers les molécules transmembranaires qui les transduisent en
signaux intracellulaires informatifs pour la cellule (Figure 89.A). Au cours de ces dix
derniéres années, de nombreuses recherches ont ét¢ menées concernant le réle de la rigidité du
substrat sur le comportement des cellules. Quand une cellule d’un tissu mou est cultivée sur
un support rigide (par exemple une plaque de culture standard) qui n’a pas les propriétés
mécaniques du tissu natif, la cellule génere de grandes forces de traction qui conduisent a la
formation d’adhésions focales matures et a la réorganisation du cytosquelette d’actine avec
d’abondantes fibres de stress (Figure 89.B), suite & l’action de la myosine II. Ces
changements dans 1’organisation du cytosquelette sont importants car le cytosquelette est
impliqué dans de nombreuses voies de signalisation, qui transférent la rétroaction mécanique
en réponses chimiques susceptibles de modifier le phénotype cellulaire.

Ainsi, nous avons voulu savoir si la fonctionnalisation des surfaces avec la protéine Elactiv’
pouvait entrainer une modification dans [’organisation du cytosquelette d’actine des
fibroblastes dermiques. Aprés 48h de culture, les observations des réseaux d’actine nous

permettent de conclure qu’Elactiv’ n’influe pas sur la morphologie cellulaire.

’ Réponses cellulaires ‘ ’
, o Importance du microenvironnement
R gy dans la modélisation des tissus mous
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Etalement Substrat mou
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’ Meécanotransduction ‘
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Figure 89: Importance des propriétés biomécaniques du microenvironnement dans le
développement des tissus mous. A/ Principe de la mécanotransduction. B/ Influence de la rigidité

du substrat sur 1’organisation des microfilaments d’actine d’une cellule cultivée in vitro (adaptée de

Discher, Mooney et al. 2009).

250



Discussion II. Activités biologiques d’Elactiv’

Par ailleurs, des études ont démontré que les propriétés mécaniques du microenvironnement
jouent un réle dans 1’induction biochimique. La configuration stérique de certaines molécules,
dont les facteurs de croissance, peut étre modifiée par la nature de I’ancrage de la cellule a son
environnement. En effet, dans la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, un
modele de cage a facteur de croissance a été propos¢ (Wipff, Rifkin ef al. 2007) : lors de la
contraction de réseau actine-myosine de la cellule sur un substrat rigide, la cage enfermant le
facteur de croissance TGF-B s’ouvre, et le TGF-f peut se fixer a son récepteur, conduisant a la
différenciation de la cellule en myofibroblaste (Figure 90.A). En revanche, si le substrat est
trop mou, la contraction actine-myosine, ne permettra pas 1’ouverture de la cage, et le

fibroblaste ne se différenciera pas en myofibroblaste (Figure 90.B).

A T - Réce pteur TGF-B

ibre destressa-SMA

Supportrigide

Plague focale d'adhési

Intégrine

Supportmou

Figure 90: Modele de différenciation des fibroblastes en myofibroblastes sous I’action du
TGF-p en fonction de la rigidité du support. Le précurseur latent du TGF-$ (LTGF-B pour
Latent TGF-p) requiert une maturation pour se fixer au récepteur et induire une réponse cellulaire. Le
LTGF-B est constitué dun peptide signal de sécrétion dans sa région N-terminale, d’une région
centrale appelée LAP (pour Latency-Associated Peptide), et d’une région C-terminale constituant le
TGF-B bioactif aprés maturation. Les peptides LAP conférent la latence du complexe alors que les
LTBP (Latent TGF-f binding protein) permettent la fixation du TGF-f a la MEC et son stockage. A/
Libération possible du TGF-f sur un support rigide conduisant a la différenciation myofibroblastique.
B/ Libération impossible du TGF-B sur un support mou ne permettant pas la différenciation des

fibroblastes en myofibroblastes (adaptée de Wipff, Rifkin et al. 2007).
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Ainsi, nous avons voulu savoir si la fonctionnalisation des surfaces avec la protéine Elactiv’
pouvait influencer la différenciation des fibroblastes sains en myofibroblastes, par la détection
de I’expression de 1’alpha-actine du muscle lisse (a-SMA). Le nombre quasi-similaire de
myofibroblastes et I’expression identique de I’0-SMA aprés 48h de culture en présence
d’Elactiv’ comparé au verre, a la BSA et au collagéne de type I, indiquent que la protéine
Elactiv’ n’influe pas sur la différenciation myofibroblastique tandis que la différenciation
myofibroblastique est diminuée sur des supports ¢€lastiques (Kloxin, Benton et al. 2010).
Cette différence observée pour la protéine Elactiv’ peut s’expliquer par la conformation de la
protéine qui n’est pas optimale lorsqu’elle est adsorbée sur une surface, ce qui diminuerait sa
flexibilité. Ainsi, la cellule ne serait pas en mesure de percevoir les propriétés élastiques
d’Elactiv’. En effet, lorsque la protéine est ajoutée en solution dans le milieu de culture, sa
flexibilité est augmentée, lui permettant d’adopter diverses conformations nécessaires a son
activité biologique. Néanmoins, la présence de myofibroblastes observés en présence de la
protéine Elactiv’ est positive car les myofibroblastes sont notamment nécessaires dans le
processus de cicatrisation des plaies, en particulier dans la phase de réparation, en conférant
au tissu des propriétés contractiles qui facilitent la fermeture de la plaie (Grinnell 1982).

Par ailleurs, 1’absence d’augmentation du nombre de myofibroblastes en présence d’Elactiv’
suggere que la différenciation myofibroblastique est controlée et qu’elle ne sera pas

susceptible d’induire le développement de pathologies (Rnjak, Wise et al. 2011).

Dans le cadre de I’hydrogel Elactiv’-génipine, la protéine réticulée en 3D se trouve dans une
situation intermédiaire entre 1I’extréme flexibilité rencontrée dans la phase liquide et la rigidité
imposée lors de 1’adsorption sur plastique. Cette flexibilit¢ moyenne pourrait expliquer la
biocompatibilité de I’hydrogel en présence des fibroblastes dermiques qui en surface s’étalent
et proliférent de fagon tout a fait satisfaisante sans différenciation myofibroblastique

exacerbée.
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III. Approche thérapeutique dans le syndrome de Williams-
Beuren

I11.1. Induction d’un dépot fibrillaire de tropoélastine dans les cellules
Williams-Beuren

Un des objectifs a visée thérapeutique d’Elactiv’ est sans doute le remplacement de la TE 1a
ou elle manquante. Aprés avoir démontré qu’Elactiv’ était capable de renforcer in vitro les
fibres de TE néo-synthétisées par des fibroblastes dermiques sains, 1’effet de la protéine sur
des fibroblastes pathologiques, qui ne synthétisent pas ou trés peu de fibres élastiques in vitro,
a savoir les fibroblastes dermiques de patients atteints du syndrome de Williams-Beuren
(WB) a ensuite été évalué.

Lorsqu’Elactiv’ est laissée au contact des fibroblastes WB pendant trois jours, de J5 a J8 post-
confluence, aucune synthése de dépdt fibrillaire de TE n’est induite. En revanche, de petits
agrégats d’Elactiv’, dont la formation nécessite 1’activité de la LOX, sont visibles dans
I’espace extracellulaire, ce qui signifie que le processus d’élastogencse est engagé, et laisse
supposer que ces agrégats pourraient se déposer sur les fibres de TE préformées au cours de
plus longues périodes de culture.

La présence des agrégats réticulés d’Elactiv’ indique que la LOX est présente dans 1’espace
extracellulaire et qu’elle a ét¢ synthétisée par les fibroblastes WB. Néanmoins, le non-dépot
des agrégats d’Elactiv’ sur les quelques fibres de TE néo-synthétisées par les cellules WB,
peut s’expliquer par la diminution de matériel élastique, due a la perte d’un alléle du gene de
I’¢lastine (ELN) (Schubert 2009). Cette diminution peut entrainer une baisse de la synthese
des protéines associées aux microfibrilles, dont leur réle est indispensable lors du dépdt des
agrégats sur les microfibrilles et, par conséquent, dans la formation des fibres ¢€lastiques
matures. Cette hypothése permet d’expliquer la présence unique des agrégats réticulés
d’Elactiv’ dans I’espace extracellulaire. De plus, Elactiv’ est ajoutée dans le milieu de culture
des fibroblastes WB cinq jours post-confluence. Or c’est durant les cinq premiers jours de
culture post-confluence que les cellules WB synthétisent et sécrétent les protéines
matricielles, en particulier les protéines microfibrillaires. La diminution de la quantité¢ de TE
sécrétée par les cellules WB serait susceptible d’entrainer la mise en place d’une boucle de

rétrocontrole négative inhibant la synthese des protéines microfibrillaires.
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Ainsi, a J5 post-confluence, lorsqu’Elactiv’ est ajoutée dans le milieu de culture des cellules
WB, une faible expression des protéines microfibrillaires et un temps d’incubation d’Elactiv’
court (trois jours) ne serait pas suffisant pour inverser la tendance.

C’est la raison pour laquelle, dans une seconde expérience, Elactiv’ a été ajoutée dans le
milieu de culture de fibroblastes WB arrivés a confluence (JO). Le temps de contact entre
Elactiv’ et les cellules WB a été prolongé a 17 jours, pour que le systeme ait le temps de se
stabiliser. Pendant ces 17 jours de culture, Elactiv’ n’a été ajoutée qu’une seule fois dans le
milieu, au début de I’expérience (J0), afin d’éviter I’induction d’une boucle de rétrocontrole
négative. Ces différentes modifications ont permis l’induction de la synthése d’un dépdt
fibrillaire de TE dans lequel Elactiv’ est partiellement incorporée. L’absence d’agrégats
réticulés d’Elactiv’ dans ’espace extracellulaire, peut étre la conséquence d’une prise en
charge des agrégats par les fibres de TE néo-synthétisées, et/ou d’une dégradation des
agrégats par les cellules WB par I'intermédiaire des MMP. La suceptible incorporation
partielle d’Elactiv’ au sein des dépots fibrillaires de TE semble confirmer la premiére
hypothése. La seconde hypothése envisagée implique que la présence d’Elactiv’ dans 1’espace
extracellulaire, au moment de la synthése de la TE, induit une boucle de rétrocontrdle
positive, conduisant a 1’augmentation de la syntheése et de la sécrétion de TE par les cellules
WB. La quantité de tropoélastine étant suffisante dans 1’espace extracellulaire, Elactiv’ ne
serait plus nécessaire et les cellules WB déclencheraient la synthése et la sécrétion de MMP,
en particulier la MMP-2 connue pour dégrader Elactiv’.

C’est pourquoi, il aurait été intéressant de suivre 1’expression de la MMP-2 tout au long de
ces 17 jours de culture. Par ailleurs, il est important de souligner que les fibroblastes sains
traitées avec Elactiv’ ne semblent pas induire une augmentation de la synthése de dépots

fibrillaires de TE, méme si une quantification précise n’a pas pu étre réalisée.

En conclusion, I’induction d’un dépdt fibrillaire de TE par les cellules WB traitées avec la
protéine Elactiv’, souligne le potentiel thérapeutique d’Elactiv’ dans ce syndrome. Elactiv’
serait ainsi susceptible d’induire, renforcer ou réparer les fibres élastiques dans d’autres
syndromes d’élastogenese imparfaite caractérisés par une mutation sur le géne ELN (sténose
supravalvulaire aortique SVAS, cutis laxa autosomique dominante de classe 1 CLAD1), mais
¢galement dans les tissus sains adultes présentant une altération des fibres élastiques
(vieillissement et cicatrisation). Elactiv’ serait d’autant plus efficace dans le syndrome
CLADI, ou la plupart des patients portent des mutations dans le cadre de lecture a proximité

de I’extrémité 3’du gene ELN, conduisant a une mutation faux-sens dans 1’exon 36.
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La TE mutée au niveau du domaine 36 ne se lie pas correctement a la fibrilline-1, ce qui
diminue son dépdt sur les microfibrilles (Callewaert, Renard et al. 2011). Elactiv’, par la
présence du domaine 36 a son extrémité C-terminale, serait un candidat potentiel pour contrer
ce défaut d’intéraction avec la fibrilline-1 dans le syndrome CLADI1, contribuant au dépot

d’Elactiv’ sur les microfibrilles et a la formation de fibres ¢lastiques fonctionnelles.

Dans la littérature, dans le cas de pathologies vasculaires, les peptides élastiques sont utilisés
en ingénierie tissulaire et non en tant qu’agent thérapeutique. De plus, ces peptides sont le
plus souvent associés a des peptides de signalisation cellulaire (Di Zio and Tirrell 2003), des
facteurs de croissance (Cai, Dinh ef al. 2014) ou a des séquences bioactives (de Torre, Wolf et
al. 2015) afin de leur assurer une activité biologique optimale. Contrairement a ces peptides
¢lastiques chimériques, la structure primaire d’Elactiv’ est beaucoup moins complexe car la
protéine est formée uniquement de motifs présents dans la TE. Cette volonté de simplifier et
de préserver la structure unique de la protéine native, confére a Elactiv’ un fort potentiel
biomimétique encore jamais démontré pour d’autres peptides élastiques synthétiques, lui
permettant d’étre utilisée en tant qu’agent thérapeutique dans le syndrome de Williams-

Beuren ou dans d’autres modéles d’élastogenéses imparfaites.

II1.2. Profil d’expression génique des cellules Williams-Beuren traitées
avec Elactiv’

Afin de déterminer si la néo-synthése de matériel élastique par les cellules WB traitées avec
Elactiv’ pouvait étre la conséquence d’une induction génique, 1’expression des geénes codant
pour les protéines qui participent a I’assemblage des fibres €lastiques a été suivie 24h et 48h
apres la confluence des cellules WB, temps nécessaire au dépot de TE et a ’assemblage des
fibres ¢lastiques (Kozel, Ciliberto et al. 2004). De plus, pour savoir si [’assemblage
d’Elactiv’, au sein des dépots fibrillaires de TE et sous forme de petits agrégats réticulés,
nécessite un contact cellulaire via I’EBP, ce dernier a été inhibé en utilisant le L-lactose.
L’hexapeptide VGVAPG a été utilisé en tant que controle positif.

Aucune variation significative de 1’expression des génes n’a été décelée. Il semblerait que la
présence d’Elactiv’ dans I’espace extracellulaire empéche donc uniquement I’induction d’une
boucle de rétrocontréle négative, diminuant la synthése des protéines microfibrillaires suite a
une réduction de la synthése de tropoélastine, susceptible de se produire dans les cellules WB

non traitées.
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Toutefois, une tendance a 1’augmentation de I’expression des génes de la fibuline-5 (FBLNS)
et de la fibrilline-1 (FBNI) est observée apres 48h de culture en présence d’Elactiv’, et cet
effet est contrecarré par le L-lactose.

Ce phénomeéne n’a pas été observé en présence du peptide VGVAPG. Ceci est probablement
da a la structure plus complexe d’Elactiv’, qui présente de fortes homologies de séquences
avec la TE. La fibuline-5 et la fibrilline-1 interviennent dans les premieres étapes de
I’assemblage des fibres é€lastiques en empéchant la croissance des coacervats au-dela de la
taille observée in vivo, et favorisent leur regroupement en un réseau organisé¢ (Cirulis,
Bellingham et al. 2008), permettant in fine leur dépdt sur les microfibrilles. Etant donné la
taille plus importante des agrégats réticulés d’Elactiv’, il est possible que 1’expression des
genes FBLNS et FBNI soit augmentée dans le but de limiter la croissance des agrégats afin de
permettre leur dépot sur le réseau microfibrillaire. De plus, la diminution de I’expression de la
FBLNS5 et de la FBNI en présence du L-lactose (inhibiteur de I’EBP) signifie que la
réorganisation des agrégats d’Elactiv’ par la fibuline-5 et la fibrilline-1 a lieu a la surface de la
cellule, plus précisément sur I’EBP. Les molécules d’Elactiv’ entreraient en contact avec la
cellule par I’intermédiaire de I’EBP, grace notamment a leurs motifs VGVAPG, afin d’étre
réorganisées et prises en charge par les protéines microfibrillaires.

L’expression du gene de la MMP-1 a également été évaluée pour déterminer si la présence
d’Elactiv’ entraine une augmentation de son expression, observée en présence du peptide
synthétique VGVAPG mais également en présence des peptides hétérogenes (a- et k-¢lastine),
obtenus par hydrolyse chimique de I’¢lastine insoluble dans des cultures de fibroblastes sains
(Brassart, Fuchs et al. 2001). L’augmentation de 1’expression de la MMP-1 est susceptible de
déclencher des réactions inflammatoires et, il a récemment été démontré que la k-élastine est
impliquée in vivo dans la croissance et I’invasion du mélanome par la surexpression et
I’activation de la MMP-1(Devy, Duca et al. 2010). Dans nos conditions de culture, ou les
cellules WB ont été traitées avec Elactiv’, I’expression du gene MMP] est diminuée dés T24h
par rapport a la condition non traitée ; la protéine Elactiv’ n’est donc pas susceptible de
déclencher des réactions inflammatoires par la voie de la MMP-1. En revanche, cette
diminution est également observée en présence du peptide VGVAPG, venant contredire les

données présentes dans la littérature.
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IV. Approche en ingénierie tissulaire

Ce travail de thése s’est inscrit dans le projet ANR DHERMIC qui avait objectif de
développer un biomatériau hybride (ou composite) mimant 1I’environnement biomécanique
extracellulaire natif de la peau afin d’améliorer sa régénération in vivo et sa modélisation in
vitro. L’architecture plus complexe de ce type de biomatériau permet d’augmenter leurs
propriétés mécaniques et leurs fonctions biologiques, ce qui s’est révélé étre un facteur
limitant dans 1’hydrogel Elactiv’. Plusieurs exemples dans la littérature associent les ELP a
des peptides (peptides dérivés de la soie), des protéines (collagéne, fibronectine), des
polysaccarides ou encore des polymeéres synthétiques (polyéthyléne glycol, polyuréthane) ou
naturels (chitosan), utilisés dans la fabrication de nanoparticules, hydrogels, films, tubes ou
nanofibres (Yeo, Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. 2015). Ces matériaux présentent des propriétés
correspondant généralement a la somme pondérée des propriétés des partenaires associés.

Pour le développement de notre biomatériau hybride, nous avons choisi d’associer la protéine
Elactiv’ a un polymeére synthétique concu par COLCOM, le dendrigraft de poly(L-lysine) en
raison de sa biocompatibilité, sa stabilité, sa reproductibilité, sa flexibilité et son faible cott de
fabrication. En effet, du fait de 1’utilisation de 1’eau comme solvant, la synthése des DGL est
dite « verte » et leur biodégradation ne libére que de la lysine, acide aminé essentiel. De plus,
la standardisation des procédés de synthése permet d’obtenir des DGL de tailles parfaitement
identiques pour chaque nouveau lot. Enfin, leur plus grande flexibilit¢ par rapport aux
dendrimeres classiques permet aux DGL d’épouser un plus grand nombre de récepteurs

biologiques que ces derniers pour une méme taille.

IV.1. Les dendrigrafts de poly(L-lysine) : DGL

Les DGL et la PLL (utilisée comme substrat de référence en culture cellulaire), présentent des
profils similaires de cytotoxicité. Aux faibles concentrations (en dessous de 10 pg/ml), les
DGL et la PLL induisent une augmentation de la viabilit¢ des fibroblastes dermiques
d'environ 25% en comparaison avec les cellules non traitées. L’effet direct des solutions de
PLL, a faibles concentrations, sur la prolifération des fibroblastes est faiblement documenté¢ ;
cependant, un effet positif & 1 pg/ml sur I’adhésion et la prolifération des cellules souches

mésenchymateuses humaines, a été rapporté (Lu, Guo et al. 2009).
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La prolifération des fibroblastes dermiques humains, sur des surfaces fonctionnalisées avec
les DGL, est augmentée deés deux jours apres I'ensemencement des cellules et représente,
aprés quatre jours, un gain de 33% de l'activité métabolique mesurée comparé au controle.
Ces données sont cohérentes avec celles obtenues sur des surfaces recouvertes de PLL (Lu,
Guo et al. 2009); néanmoins, le mécanisme qui conduit a une telle augmentation est inconnu.
Récemment, les PLL et DGL-G4 ont été utilisés pour augmenter 1’adsorption des peptides de
la mélanocortine afin de former des films multicouches sur des surfaces en verre pour la
culture de fibroblastes de la pulpe dentaire (Fioretti, Mendoza-Palomares et al. 2010).
La méme stratégie a ensuite été utilisée avec les DGL-GS pour piéger les BMP2 (Bone
Morphogenic Protein 2) dans des nanoréservoirs avec une libération controlée dans le cadre
de la régénération osseuse (Mendoza-Palomares, Ferrand et al. 2012). Ceci implique que les
DGL peuvent piéger passivement des facteurs de croissance. Dans nos conditions,
I’augmentation de la prolifération des fibroblastes dermiques peut s’expliquer par I’interaction
entre les DGL et les facteurs de croissance contenus dans le sérum de veau feetal, et sont ainsi
concentrés localement et plus disponibles pour les cellules. Cette hypothése est renforcée par
les résultats de Lu et al. qui révélent qu’aucune augmentation de la prolifération n’est
observée en présence de la PLL quand les cellules sont cultivées dans un milieu sans sérum

(Lu, Guo et al. 2009).

L’adhérence des fibroblastes dermiques humains est augmentée de 20 % en présence des
DGL G2-G4 par rapport a la PLL. L'adhérence des cellules sur des substrats de polylysine est
considérée comme un phénomene rapide et passif, et interprété comme une intéraction entre
les membranes plasmiques des cellules polyanioniques et la couche polycationique apportée
par les groupes amino de la polylysine (Mazia, Schatten et al. 1975). Les surfaces des PLL
offrent une plus faible densité de groupes amino par nm” que les DGL (Coussot, Faye e al.
2011). Les DGL seraient donc plus enclins a attirer les cellules par des forces électrostatiques

dans la phase initiale de 1’adhésion.

L’augmentation de 1’adhésion des fibroblastes dermiques humains sur les DGL a été
confirmée par I’observation de I’étalement des cellules qui commence dés 30 min sur les
DGL et la PLL comparé au contrdle. Il existe deux modes d’étalement cellulaire : un mode
isotropique et un mode anisotropique (Dubin-Thaler, Giannone et al. 2004). L’étalement
isotropique est une phase rapide caractérisée par un segment continu du bord de la cellule

donnant une forme ronde.

258



Discussion IV. Approche en ingénierie tissulaire

Ce mode d’étalement est favorisé par la privation du sérum dans le milieu de culture utilisé.
Dublin-Thaler et al. ont observé une transition vers un étalement anisotropique pour de plus
longues incubations. L’¢étalement anisotropique est caractérisé par un ralentissement de la
croissance. De plus, de trés petites saillies a partir de la membrane cellulaire, appelées
filopodes, et une rétractation des bords membranaires sont observées apres 30 minutes
d’incubation des fibroblastes dermiques humains sur les différents supports. Apres
60 minutes d’incubation, la plupart des cellules présente une morphologie d’étalement
anisotropique sur des surfaces recouvertes de DGL alors que ce phénomene est

particulierement retardé sur le contrdle.

Par ailleurs, la sous-unité as de 1’intégrine asP; est légerement surexprimée dans les cellules
cultivées sur des surfaces de DGL G2-G4, tandis qu’une expression basale identique est
observée dans les cellules cultivées sur le controle et la PLL. En revanche, aucune variation
de I’expression de la sous-unité ; n’est observée dans ces conditions. Néanmoins, la sous-
unit¢ Bl est capable de se lier a douze sous-unités a différentes (Hynes 2002), et est
synthétisée en exces par rapport aux sous-unités a dans les fibroblastes (Heino, Ignotz et al.
1989). Ainsi, la plus grande quantité de sous-unités os détectée dans les cultures de
fibroblastes en présence des DGL suggere une augmentation de la formation du complexe
intégrine asP; a la surface de la cellule. De plus, I’intégrine a5, est capable de reconnaitre une
séquence consensus RGD contenue dans la fibronectine. Récemment, la structure a 1’échelle
atomique de I’ectodomaine de I’intégrine asP; a permis de mieux comprendre I’interaction
avec le peptide RGD (Nagae, Re et al. 2012). C’est au niveau de ce site que se fixe le motif
RGD du ligand par I’intermédiaire d’interactions électrostatiques et de liaisons hydrogenes
entre I’arginine et la poche de I’intégrine. De plus, le peptide RGD se fixe a I’intégrine sans
induire de changements conformationnels sur I’intégrine non-activée. Il serait tentant
d’émettre I’hypothése que les DGL puissent servir de ligand pour cette intégrine de par leur
structure tridimensionnelle, leur souplesse ainsi que leur haute densité de fonctions -NH;" en
surface. Peu d’exemples dans la littérature font état de 1’induction de voies de signalisation,
via les intégrines, des cellules cultivées sur des supports synthétiques. Des nanocomposites
polyuréthane-or ont récemment été présentés pour activer 1’intégrine asp dans les cellules
endothéliales et dans une moindre mesure dans les fibroblastes (Hung, Chu ef al. 2012). En
réponse a cette activation, une augmentation de I’expression de la MMP-2 a été observée.
L’activation de I’intégrine osP; est un mécanisme prépondérant de I’adhésion des fibroblastes

dermiques et des expériences ont été conduites sur des polymeres de type polyamidoamine
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(PAMAM) a la surface desquels des peptides RGD ont été liés de fagon covalente pour
optimiser 1’adhésion cellulaire sur les biomatériaux (Yang and Kao 2007). Les DGL
présenteraient donc un intérét majeur s’ils pouvaient mimer la présence de fibronectine sans
méme étre fonctionnalisés.

Les niveaux d’activité et d’expression de la MMP-2 restent inchangés aprés deux jours de
culture des fibroblastes dermiques sur les DGL G2-G4. Dans les cultures bidimensionnelles,
les cellules n’ont pas besoin de surexprimer la MMP-2 pour envahir la MEC préformée.

Ainsi, ’expression stable de la MMP-2 serait considérée comme un bon indicateur.

IV.2 Hydrogel composite Elactiv’-DGL

Apres avoir caractéris€ les DGL comme support de culture 2D pour les fibroblastes
dermiques, nous avons développé un hydrogel composite Elactiv’-DGL grace a la réticulation
des fonctions amines des résidus lysyl- des DGL-G3 et de la protéine Elactiv’, par
I’intermédiaire d’un bras de réticulation, le NHS-PEG-NHS. Ainsi, les DGL, Elactiv’ et le
NHS-PEG-NHS permettent grace a leur propriétés hydrophile, €lastique et réticulante, de
modéliser respectivement les protéoglycanes, 1’¢lastine et le collagéne, acteurs majeures de la

MEC.

Pour faciliter la colonisation cellulaire, la néo-vascularisation et la néo-synthése de tissu,
I’hydrogel composite a été rendu poreux par une approche classique de porogéne a base de
microspheres de paraffine, permettant la formation de pores hétérogénes de taille comprise

entre 50 et 100 pm.

Les résultats préliminaires obtenus révelent que 1’hydrogel composite Elactiv’-DGL présente
un comportement mécanique caractéristique d’un matériau ¢€lastique avec une faible viscosité.
Le module complexe d’Young de I’hydrogel (120 kPa) est 1égérement supérieur a celui du
derme in vivo (entre 2 et 80 kPa en fonction de 1’age) (Pailler-Mattei, Bec et al. 2008).
Des hydrogels hybrides, développés pour I’ingénierie tissulaire cutanée et constitués
d’élastine et d’un copolymére synthétique le PNPHO (poly(N-isopropylacrylamide-co-
polylactide-2-hydroxyethyl — methacrylate-co-oligo(ethylene  glycol) ~monomethyl ether
methacrylate), présentent un module d’Young qui varie de 40 a 145 kPa en fonction de la

composition du copolymere (Fathi, Mithieux et al. 2014).
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De méme, des matrices 3D de collagéne et de TE recombinante, développées pour 1’ingénierie
tissulaire du derme, présentent un module d’Young qui varie entre 160 et 800 kPa en fonction
du ratio TE : collagéne (Rnjak-Kovacina, Wise et al. 2012).

Par ailleurs, il a ét¢ démontrée que 1’hydrogel Elactiv’-DGL présente une biocompatibilité
satisfaisante in vitro, en présence des fibroblastes dermiques, mais également in vivo avec une
invasion des cellules inflammatoires et des fibroblastes permettant la néo-synthése de MEC.
La réaction inflammatoire générée chez les souris suite a I’implantation en sous-cutanée de
I’hydrogel Elactiv’-DGL, est une réaction qui se produit systématiquement suite a I’apparition
d’un corps étranger dans le tissu cutané. Une réaction quasi-similaire a été observée pour des
matrices 3D composées de nanofibres de collagene et de TE recombinante, implantées en
sous-cutanée pendant 6 semaines chez la souris (Rnjak-Kovacina, Wise et al. 2012).
La pénétration des cellules inflammatoires, telles que les macrophages, est notamment
indispensable dans le processus de cicatrisation des plaies car ces cellules sécrétent des
facteurs de croissance qui dictent le recrutement des cellules essentielles a la réparation, a
savoir les fibroblastes, les kératinocytes et les cellules endothéliales (Krafts 2010). De plus,
nous avons pu observer que les macrophages dégradent de facon significative 1’hydrogel
Elactiv’-DGL, ce qui favorise la migration et la prolifération cellulaire et pourrait, dans le cas
d’une plaie, accélérer le processus de guérison. Par ailleurs, une néo-vascularisation
importante a également pu étre observée au niveau des pores de 1’hydrogel. Ces vaisseaux
nouvellement formés assurent la nutrition et I’oxygénation des cellules permettant a terme la
formation d’un derme équivalent. De plus, la néo-vascularisation est un facteur déterminant
dans la cicatrisation d’une plaie, notamment a la suite d’une bralure (Tredget 2007). En effet,
la réparation de la vascularisation cutanée détermine en grande partie si une brilure du second
degré peut guérir rapidement ou si, en raison du retard de cicatrisation, elle devient une
brilure du troisieme degré. Ainsi, la néo-vascularisation peut favoriser la régénération de la
couche dermique et la formation compléte de la peau. Lors de graves brilures (deuxiéme
degré ou plus), les substituts cutanés sont alors indispensables pour permettre la cicatrisation
du patient. Aujourd’hui, les substituts cutanés autorisés en France (EzDerm, Matriderm et
Integra) (Dantzer 2011) (Troy, Karlnoski et al. 2013), qui tentent au mieux de mimer la
complexité de la peau, sont d’origine allogénique ou xénogénique. La plupart d’entre eux
adhérent mal a la zone 1ésée. De plus, le collagéne, la biomacromolécule la plus utilisée dans
ces substituts cutanés, a montré une néo-angiogénese insuffisante des tissus. Au cours de ces
dix derniéres années, de nombreux hydrogels délivrant des facteurs de croissance

(Puolakkainen, Twardzik et al. 1995), des cytokines (Kiyozumi, Kanatani et al. 2006) et des
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antibiotiques (Shepherd, Sarker et al. 2011) ont été développés dans le but d’induire une néo-
vascularisation permettant la régénération compléte de la peau. Ainsi, notre hydrogel
composite Elactiv’-DGL seul, sans I’ajout de molécules bioactives, est susceptible de
permettre et supporter une néo-vascularisation. Les résultats préliminaires obtenus soulignent
le potentiel de 1’hydrogel Elactiv’-DGL dans le développement d’un substitut cutané pour la

médecine régénérative.
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Conclusion & perspectives

I. Conclusion

Dans ce travail de thése, nous avons développé, caractérisé et évalué les potentiels

thérapeutiques d’une protéine élastique, inspirée de la structure unique de la TE.

Sa structure primaire, en étroite corrélation avec celle de la TE, permet a Elactiv’ de conserver
les caractéristiques physico-chimiques (pHi trés basique, repliement en hélice gauche de type
PPII, comportement thermosensible, capacité intrins€que de coacervation, propriétés d’auto-
assemblage) et les fonctions biologiques de la protéine native (prolifération, différenciation et
survie des fibroblastes dermiques et kératinocytes humains, sensibilité a la dégradation par les
MMP-2 et -12). De plus, Elactiv’ posséde la particularité in vitro de s’incorporer dans les
fibres élastiques néo-synthétisées par les fibroblastes dermiques sains. Ces caractéristiques
font d’Elactiv’ une protéine ¢élastique a fort potentiel biomimétique. D’autre part, un hydrogel
formé exclusivement d’Elactiv’ a permis d’accéder aux propriétés mécaniques de 1’ensemble

et de vérifier sa biocompatibilité in vitro et son innocuité et sa résorption in vivo.

Outre son potentiel biomimétique, Elactiv’ présente également un potentiel thérapeutique
comme il a pu étre démontré in vitro dans le syndrome de Williams-Beuren (WB). Les
fibroblastes dermiques de ces patients traités avec Elactiv’ ont pu synthétiser un dépot
fibrillaire de tropoélastine, ce qu’ils ne sont pas capables de faire en I’absence du traitement.
Cette néo-synthése de matériel élastique s’accompagne d’une augmentation de I’expression
des geénes des fibuline-5 et fibrilline-1, protéines microfibrillaires qui participent a

I’assemblage des fibres élastiques.

En plus de son application comme agent thérapeutique, nous avons pu démontrer que la
protéine Elactiv’, associée a un polymere synthétique le dendrigraft de poly(L-lysine) et a un
bras de réticulation (le polyéthylene glycol), est capable de former un hydrogel hybride bio-
¢lasto-mimétique. Cet hydrogel modélise les acteurs principaux de la MEC a savoir le
collageéne, les protéoglycanes (PG) et I’¢lastine. En effet, le bras de réticulation permet la
formation d’un maillage avec les DGL et Elactiv’, constituant de ce fait ’architecture de
I’hydrogel, et rappelle le rdle de soutien des fibres de collagene ; les DGL miment les PG en
intervenant dans la viscosité de I’hydrogel par leurs propriétés hydrophiles et réticulantes ;

alors qu’Elactiv’ apporte 1’¢lasticité au matériau.
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Les premiéres analyses mécaniques indiquent que 1’hydrogel hybride présente un
comportement viscoé¢lastique avec un module d’Young du méme ordre de grandeur que ceux
des hydrogels développés pour 1’ingénierie tissulaire cutanée. De plus, sa biocompatibilité, sa
biodégradabilité ainsi que ses propriétés pro-angiogéniques observées in vivo en font un
candidat prometteur pour la régénération de la peau et probablement pour la régénération des

tissus mous en général.

II. Perspectives

Ce travail de these sur le développement, la caractérisation et 1’évaluation des potentiels
thérapeutiques de la protéine Elactiv a permis d’envisager des perspectives aussi bien

appliquées que fondamentales.

Une premicre importante question ambitionne d’établir la preuve de concept manquante entre
la protéine Elactiv’ et son application dans la réparation des tissus mous avec comme
premicre cible 1’artériopathie associée au syndrome de WB. Les principales complications
vasculaires du syndrome WB, imputables au déficit en ¢élastine, sont la rigidification des
parois artérielles aboutissant a I’hypertension, et les sténoses artérielles dues a une
hyperprolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), normalement contenue
par I’¢lastine au sein de la paroi aortique (Urban, Zhang et al. 2001; Urban, Riazi et al. 2002).
Ainsi, Elactiv’ se présente comme un candidat thérapeutique potentiel pour stimuler la
synthése et renforcer 1’assemblage des fibres ¢€lastiques dans les arteres WB. Pour cela, il
conviendrait de mieux comprendre le mécanisme d’intégration d’Elactiv’ au sein des fibres
¢lastiques ; mais aussi de définir des biomarqueurs cellulaires (épigénétiques) pour savoir si la
reconstruction ¢lastique induite ou renforcée par Elactiv’ permet en retour de recouvrer un
phénotype cellulaire sain. Ce travail est envisageable in vitro a partir de cellules issues de
biopsies cutanées de patients. Dans une deuxieme partie, il s’agirait d’évaluer le potentiel pro-
¢lastogénique artériel d’Elactiv’ in vivo a travers des modeles biologiques plus intégrés
(souris, zébrafish). L’effet de la protéine Elactiv’ serait notamment évalué sur la physiologie
vasculaire des souris hémizygotes Eln +/- développées dans le laboratoire Hypoxie
Physiopathologie de Gilles Faury (Grenoble). Ces souris présentent des caractéristiques

séveres des patients WB au niveau cardiovasculaire.
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Outre I’apport de données sur la compréhension des mécanismes du syndrome initial, les
résultats de cette ¢tude permettraient d’envisager des tests précliniques pour une nouvelle
thérapie appliquée a cette maladie rare, et d’offrir une solution pharmacologique a un grand

nombre de maladies cardio-vasculaires en général.

Un autre axe applicatif de mon travail de thése pourrait se baser sur les propriétés biologiques
de I’hydrogel hybride, initialement développé pour les tissus mous, dans d’autres domaines de
I’ingénierie tissulaire telle que la reconstruction osseuse. Par exemple, en mélangeant
I’hydrogel a un ciment phosphocalcique (matériau biocompatible couramment utilisé pour la
régénération osseuse) pour former un hydrogel présentant des propriétés ¢Elastiques
modulables et proches du périoste. La réticulation de la phase liquide en hydrogel bio-élasto-
mimétique peut étre modulée par le ratio des différents composants, la température ainsi que
le pH, grace notamment au caractere thermo-sensible d’Elactiv’, pour atteindre des temps de
formation de quelques dizaines de minutes. De plus, la biocompatibilité et la résorption de
I’hydrogel Elactiv’-DGL, ainsi que ses propriétés pro-angiogéniques observées in vivo en font
un candidat original et pertinent pour étre couplé a une matrice phosphocalcique

ostéogénique.

Outre ces perspectives trés appliquées sur le potentiel thérapeutique d’Elactiv’ dans la
réparation des tissus mous, et sur les propriétés biologiques de I’hydrogel hybride dans la
reconstruction osseuse, des perspectives plus fondamentales peuvent étre envisagées
concernant 1’influence des propriétés biomécaniques de I’hydrogel hybride bio-élasto-

mimétique sur la régulation de I’expression génique, en particulier des marques épigénétiques.

Le microenvironnement cellulaire joue un role fondamental dans [’homéostasie et le
développement des tissus. Au sein des tissus, les interactions cellulessMEC sont importantes
pour de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, la survie et
la morphologie. Alors que les facteurs biochimiques responsables de ces mécanismes sont
largement étudiés, peu de données existent sur I’implication des propriétés biomécaniques du
microenvironnement, et plus précisément sur les mécanismes moléculaires par lesquels les
forces mécaniques peuvent agir a distance pour induire la transduction de signaux
biochimiques dans le noyau et ainsi réguler 1’expression génique (Figure 91) (Wang, Tytell et

al. 2009). Ce processus est connu sous le nom de mécanotransduction.
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Figure 91: Connectivité moléculaire de la matrice extracellulaire au noyau. Mécanismes
moléculaires par lesquels les forces mécaniques peuvent agir a distance pour induire la transduction de

signaux biochimiques dans le noyau et ainsi réguler I’expression génique (Wang, Tytell et al. 2009).

Les cellules sentent les propriétés mécaniques de leur microenvironnement et génerent des
forces plus ou moins intenses en fonction de la rigidité de la MEC. Les forces générées sont
transmises aux récepteurs transmembranaires des cellules, tels que les intégrines et les
cadhérines, qui se regroupent et forment des plaques focales d’adhésion matures a partir
desquelles se fixent le cytosquelette d’actine.

Dans le cas de I’hydrogel hybride Elactiv’/ DGL-G3, il serait intéressant d’analyser la
morphologie des fibroblastes dermiques humains ensemencés a la surface d’hydrogels plus ou
moins rigides, en faisant varier leur module d’Young grace au ratio Elactiv’ : NHS-PEG-
NHS : DGL-G3. Pour cela, il conviendrait d’immunomarquer le cytosquelette et plus
précisément les microfilaments d’actine (actine-F, actine-a), les microtubules (tubuline) et les
filaments intermédiaires (en marquant notamment les filaments de vimentine qui jouent un
role important dans le maintien de la morphologie cellulaire et dans 1’intégrité du cytoplasme
grace a leur connexion avec le noyau de la cellule). Il conviendrait également d’analyser
I’expression des protéines qui constituent les plaques focales d’adhésion (Vinculine, Taline,

Paxilline) par immunomarquage et western-blot.
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Enfin, il serait intéressant d’analyser les propriétés mécaniques des cellules par AFM ou
magnétocytométrie car en fonction de la rigidité du support, les forces exercées par les
cellules sont plus ou moins importantes.

Les microfilaments d’actine étant directement connectés au noyau de la cellule, leur
réorganisation géneére des forces sur la membrane nucléaire susceptibles de modifier
I’expression des génes. La surface interne de 1’enveloppe nucléaire est unie a un maillage
fibrillaire dense appelé la lamina nucléaire. Les lamines, protéines majeures de la lamina,
jouent un role central dans le contrdle de I’organisation de la chromatine et dans la fonction
des geénes. L’unité d’organisation de la structure chromatinienne, appelée nucléosome, se
compose d’ADN associ¢ a un octamere d’histones. Les histones sont capables de moduler
I’état de compaction de la chromatine, notamment par des modifications post-traductionnelles
au niveau de leur région N-terminale qui sont définies comme étant des marques
épigénétiques (Laird 2005). Par exemple, 1’acétylation des histones, par les histones
acétyltransférases (HAT), favorise une chromatine relachée et donc la transcription génique
alors que la désacétylation des histones, par les histones désacétylases (HDAC), entraine la
compaction de la chromatine qui devient transcriptionnellement inactive. Un autre exemple de
marque épigénétique est la méthylation des résidus lysyl- des histones, par des histones
méthyltransférases (HMT), favorisant soit la transcription génique (méthylation du résidu
lysyl- 4 de I’histone 3) ou la répression génique (méthylation du résidu lysyl- 9 de I’histone
3). La méthylation de I’ADN, au niveau des ilots CpG (régions riches en dinucléotides
Cytosine-Guanosine (C-G) situés généralement a proximité du site d’initiation de la
transcription), a également un role essentiel dans la régulation de 1’expression des genes
(Miranda and Jones 2007). Il est admis que dans les régions codantes de I’hétérochromatine,
la méthylation des cytosines en position 5, par des ADN méthyltransférases (DNMT), inhibe
la transcription génique alors que leur déméthylation, par des ADN déméthylases, favorise la
transcription (Laurent, Wong et al. 2010). La variabilité de ces marques épigénétiques est
indispensable a I’intégrit¢é de la cellule et indique que les propriétés biomécaniques du
microenvironnement peuvent influencer la régulation de I’expression des geénes. Engler et al
ont démontré que la rigidité du support, représenté par des gels de polyacrylamide recouverts
de collagene type I, controle la différenciation des cellules souches hématopoiétiques aussi
bien au niveau de leur forme que de leur profil d’expression génique (Engler, Sen et al. 2006).
De plus, une autre é¢tude a démontré que la structure du support influence la morphologie des
cellules et entraine une modification des histones (étirés ou relachés) (Downing, Soto et al.

2013).
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Par conséquent, en ingénierie tissulaire 1’¢lasticité et la structure du biomatériau sont deux
parametres biophysiques qui influencent les régulateurs épigénétiques. Dans le cas de
I’hydrogel hybride Elactiv’-DGL, il serait intéressant d’analyser ces marques épigénétiques
notamment 1’analyse de la méthylation de I’ADN. Cette question peut étre abordée par une
approche sans a priori visant a analyser le génome dans son enti¢reté par 1’utilisation de
puces dédiées (Infintum BeadChip). Cette approche globale permettrait de découvrir des
genes cibles potentiels dont la méthylation est modulée en réponse a I’environnement
mécanique. Il est aussi envisageable de cibler des geénes précis dont on soupconne d’étre la
cible de modulation en réponse a I’environnement mécanique par la technique d’HRM-PCR
(High Resolution Melting PCR) mise au point dans notre laboratoire. Enfin, le lien
mécanistique reliant toutes ces modulations devra étre élucidé. A terme, ce travail
fondamental permettrait d’apporter un nouveau regard sur les événements reliant le

microenvironnement cellulaire mécanique et le devenir des cellules saines ou pathologiques.
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» Annexe 1 : Expériences pendant la thése

e Encadrement pédagogique d’une étudiante en stage de master 1

“Etude d’une protéine élastique comme outil potentiel pour une approche
thérapeutique dans le syndrome de Williams-Beuren” (Marléne Hanser, Institut des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques (ISPB), Facult¢é de Pharmacie de Lyon, Master

Siences du Médicament).

e Représentante des doctorants au conseil du laboratoire de Biologie
Tissulaire et Ingénierie Thérapeutique (LBTI, UMRS5305) : 2013-2015
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> Annexe 2: Poster présenté a I’Elastin Gordon Research Conference (Juillet 2015,

Biddeford, Etats-Unis).

Development of an elastin-like recombinamer as a potential
candidate for therapeutic approach in Williams-Beuren syndrome _ .-

(ANR- 11-TECS-016)

Lorion Chloé, Sommer Pascal, Sohier Jéréme, Debret Romain
IBCP, LBTI, UMR5305 CNRS Université Lyon 1, 69367 Lyon Cedex 7, France

chloe.lorion@ibep.fr JLyon 1
UMR 5305
Introductio
Elastin-lik i (ELRs) are a promi model of protein-based (PBPs) [1] term is used to both and
nature of these ELRs are of the ide repeat VF'GXG where X represents any natural or modified amino acid, except proline. ELRs exhibit high

biocompatibility because they are formed by the repetition of amino acid sequences present in the human tropoelastin [2]. Therefore, ELRs and their degradation products are ignored by the
host immune system [3]. ELRs also exhibit same self-assembly properties as the native human tropoelastin (hTE) [1]. Besides, as hTE, ELRs have the intrinsic capacity of coacervation with a

phase in P to To endow ELRs with biological functions, such as cell adhesion and p or to enzymes, bioactive (RGD,
REDV) could be inserted [1] [4], thus allowing to fine-tune the characteristics of the biomaterial and therefore to adapt ll to its potential use. ELRs have been used for applications as
nanovaccines [5], protein [6], drug delivery [7] [8] and tissue engineering [9]. ELRs gels have tobea matrix for different cell lines, such as fibroblasts and

neuroblasts [10]. Overall, ELRs exhibit both the advantages of synthetic polymers as well as the native hTE. However, whether ELR can be used to treat or prevent imperfect elastogenesis
syndromes is not known.

Aim of the study: Use a particular ELR as a i for peutic app! in a model of defective elastic fibres: Williams-Beuren syndrome
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Introductiol
Extracellular matrix (ECM)/cell interaction is of critical importance for many cellular p such as p ! , survival and y. At a larger scale, the cell
microenvironment plays a fundamental role in tissue development, homeostasis or wound healing. While ECM factors for such are widely studied, little is
known about the involvement of the microenvironment biomechanical properties.
Each tissue is ed by a specific ical beh: that can be partly represented by the value of an elastic modulus E (in Pa) determined by physical approaches. In this way, the

biclogical tissue can be ranked from the softer (low E, brain) to the stiffer (high £, bone). So far, elastic properties of soft tissues have been seldom considered in tissue engineering models mainly
represented by collagen-based scaffolds that do not scale with native elastic modulus and result in extensive cell contraction.

Accordingly, the aim of our study is to provide an elastic biomaterial inspired by native soft tissue, able to induce an increase of elasticity during skin wound healing, and more generally optimize
soft tissue repair.

First step of the study: icking cell micri ity using a chimeric protein inspired by the unique structure of human tropoelastin
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Introduction

Dendri-Graft poly 1-Lysine (DGL) are arborescent biosynthetic polymers of regular and controlled structures. Indeed, DGL synthesis follows a multi-generational scheme (DGL-G1
_.DGL-Gn) carried out in water as unique solvent ("green chemistry”) ['l, DGL are environmentally friendly. They have specific properties such as biocompatibility, non-toxic, highly water
soluble and non-immunogenicity . Furthermore, DGL's high surface density of NH2 functions can be easily modified in order to modulate their properties and therefore DGL appear as a
powerful tool for the functionalization of hydrophobic polymers in the context of tissue engineering. However, DGL have never been evaluated as substrate for cell culture.

Aim of study: to i i cell i when cultured on various DGL-coated surfaces
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Conclusions and perspectives

= Cytotoxic effect of DGL in homogeneous liquid phase is low and comparable to the linear Poly-L-Lysine (PLL).

= Adhesion of fibroblasts is increased by 20% on DGL as compared to PLL. Surfaces of DGL present higher density of amino groups per nm? => Electrostatic forces greater promoting
cells passive adhesion P,

Fibroblast proliferation on DGL is similar to PLL and increased by 30% relative to control.

Protein expression of integrin a5 subunit is increased after 48 h of culture on DGL, in comparison to plastic or PLL-coated surfaces.

“The presence of DGL did not lead to overexpression or aeﬂvmnofmatﬂx mtannprmmsea 2Zand 9.

Fibroblasts adhesion was on PLGA matrices
» DGL, environmentally friendly and tly i for cell culture, cheaper and more i than
PLL. These features make DGL pmmlsing candidates for the deslgn and of ials in tissue engineering.
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Poly(L-lysine) (PLL) dendrigrafts (DGLs) are arborescent biosynthetic polymers of
regular and controlled structures. They have specific properties such as biocompati-
bility and non-immunogenicity, and their surface density of NH, functions can be
easily modified and therefore appears as a powerful tool for the functionalization of
hydrophobic polymers used in the context of tissue engineering. In this study, we
evaluated several criteria of human skin fibroblasts when cultured with DGL of gen-
erations 2, 3 and 4, with linear PLL polymer as reference. In aqueous phase, DGLs
and PLL displayed a similar cytotoxicity towards fibroblasts. Plastic culture plates
grafted with DGLs were further ck ized as homog surfaces by atomic
force microscopy and surface characterization by amino density estimation by colori-
metric assay. Proliferation of fibroblasts was increased when cultured onto PLL and
DGLs monol when pared with crude plates. Cellular adhesion was
increased by 20% on DGLs in comparison to PLL. Integrin o5 subunit protein
expression level was increased after 48 h of culture on DGLs, in comparison to con-
trol or PLL-coated surfaces. The presence of DGLs did not lead to overexpression
or activation of matrix metalloproteinases 2 and 9. Finally, fibroblasts adhesion was
increased by 40% on poly-(lactic-co-glycolic acid) matrices functionalized with
DGLs when compared to PLL. Overall, these features make DGL promising
candidates for the surface engineering of biomaterials in tissue engineering.

Keywords: poly(L-lysine) dendrigrafis; fibroblasts; cell adhesion; integrin; DL-lactide/
glycolide copolymer

Downloaded by [193.55.43.251] at 06:50 14 March 2014

1. Introduction

In recent years, synthetic polymers have offered new insights in the field of biomate-
rials, as simple supports for in vitro cultures or as body implants, the most complex
biomedical application. These materials have the advantages of being readily formable
and standardized. However, for the most part of them, they are not able to generate
biochemical signals required to control specific cell adhesion, proliferation, migration
and differentiation. To overcome this lack of biological activity, new hybrid materials
have been developed to recreate an extracellular environment as close as possible to

*Corresponding author. Email: r.debret@ibcp.fr

© 2013 Taylor & Francis
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the extracellular matrix from the native tissue.[1,2] This strategy consists in using
synthetic polymers as framework on which small molecules are associated by surface
engineering to mimic the main actors of the extracellular matrix, such as growth fac-
tors (EGF, FGF, TGF beta, ...) and fragments of macromolecules (fibronectin, colla-
gen, polysaccharides, ...). Synthetic polymers are classified into four types of
architectures: linear, cross-linked, branched and dendritic structures. Dendrimers fall
into this latter category and are considered as the most recent structures. These are
nano-spherical macromolecules whose architecture is very controlled with adjustable
parameters in terms of molecular weight, biodegradability and biocompatibility. The
main feature doing dendrimers extremely promising tools for biomedical applications
is undoubtedly their relative monodispersity. The biological activities are closely
related to the structure/function relationship and dendrimers based on their spherical
structure that may be similar to globular proteins. Disposing of molecules whose
structures are highly reproducible and stable should allow better controlling the
behaviour of the agent or material for biomedical engineering.[3,4] Dendrimers are
however widely underrepresented in clinical trials for the benefit of linear polymers
such as polyethylene glycol, poly (glutamic acid), poly-(L-lysine) (PLL) or polyethey-
lenimine linear. The main reason being that the multi-stage process needed to produce
dendrimers is relatively time-consuming and costly. Dendrigraft polymers, the most
recently discovered subset of dendritic polymers, have a less controlled structure than
dendrimers, but can achieve dendrimer-like properties at a much lower cost.[5]

Poly(L-lysine) dendrigrafts (DGLs) are original polymers obtained by iterative
polycondensation of N-carboxyanhydride groups in water, that can be synthesized at
the multigram-scale.[6] The flexible polycationic structure of DGLs makes them very
attractive compounds to be tested for different biological applications: antigen carrier
for antibody production [7]; nanovector for gene delivery [8-11]; tramsport of con-
trast agents [12,13]; and biomaterial functionalization for drug release.[14,15]
Although DGLs have been tested in vivo, mainly as a vehicle, data regarding cell
behaviour towards these dendrimers are lacking. In a first part, the present study
aimed at characterizing DGLs as biosynthetic support for human skin fibroblasts
in vitro culture and in a second part, at using DGLs as an interface for cell attach-
ment onto aliphatic polymer films.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of DGL grafied microplates

Generation 24 of DGL were grafted on polystyrene activated microplates (Immobiliz-
erTM plates with epoxyde reactive groups, Thermo Scientific, France). DGLs were
diluted at 10mg/ml in a carbonate-bicarbonate buffer (0.1 M, pH 9.6) before filling
wells with 200 pl. Grafting was performed for 2h at room temperature. After grafting,
unreacted DGLs were removed by washing wells twice with carbonate-bicarbonate buf-
fer (0.1M, pH 9.6) then 1h in 0.25M carbonate-bicarbonate/methanol buffer (1:1 in
volume, pH 11.25) in an ultrasonic bath at room temperature. Blanks were done using
carbonate buffer instead of DGL solution during the grafting step. Wells were finally
washed several times with phosphate-buffered saline (PBS) (1072 M, 150 mM NaCl
adjusted to pH 7.4) then twice with water before freeze drying and conditioning under
vacuum.
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2.2. Surface characterization by ADECA

Amino density estimation by colorimetric assay (4DECA) was carried out as described
previously.[16—18] Briefly, ADECA method is performed after washing microplate wells
once with ultrapure water and once using 300 ul per well of washing solution (10%
(v/v) methanol, 5% (v/v) acetic acid and 85% (v/v) H;0). Then, the staining step was
performed using 200 ul per well of CBB staining solution (500 mg/l of CBB dissolved
in 10% (v/v) methanol, 5% (v/v) acetic acid and 85% (v/v) H,O) during 5 min at room
temperature. Excess of dye was removed by washing five times with wash solution
(300 pl per well) followed by three times with ultrapure water. The detection step
was performed by adding 300pul of detection buffer (mixture of 0.25M carbonate
bicarbonate buffer at pH 11.25 with CH;O0H, v/v, 1:1) per well. After agitation, 250 pl
of solution was taken out from each well and placed in a new polystyrene microwell
previously conditioned with 3NHCI (20 ulper well). All spectrophotometric measure-
ments were recorded at 611nm with a Tecan Infinite 200TM absorbance microplate
reader. Amino density was obtained using a calibration curve.

2.3. Atomic force microscopy

Grafting of several generation of DGL (2-4) was performed on a glass slide (Corning®
Epoxide Slides Reference 40042) using the same chemistry and the same protocol as
describe in Section 2.1. Slides were rinsed with deionized water, and then dried with
compressed air. The present results were obtained by surface analysis using a Digital
3100 (Veeco Instruments) AFM working in ambient air conditions and at room temper-
ature in tapping mode. Classical tip (Nanosensors FM) with a curvature radius of 5nm
was used for these experiments.

2.4. Cell culture

Human skin fibroblasts (HSFs) were isolated from foreskin surgical explant. All experi-
ments were done in accordance with the principles of the Helsinki Declaration.
Informed consent was received. Cell culture medium consists of a ratio 1:1 of
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with Glutamax™-1 and Ham’s F-12 medium
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Sigma—Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France), 100IU/ml penicillin and 0.1 mg/ml
streptomycin (Sigma—Aldrich). Cells were used below 20 population doubling level.

2.5, Viability and proliferation assays

Cells were seeded in 96-well plates at 4 x 10°cells/cm? and incubated overnight in
complete medium to let the cells adhere. The next day, various concentrations of PLL
and DGL generation 24 diluted in complete medium were added for twodays prior
viability assays with UptiBlue reagent (Interchim, Montlugon, France) following manu-
facturer recommendations. After 3 h incubation with UptiBlue, supematants were har-
vested and fluorescence was measured in a Tecan Infinite M1000 microplate reader at
540nm and 590 nm for excitation and emission wavelengths, respectively. Proliferation
assays were conducted onto surfaces grafted with PLL and DGL of generation 24,
crude plate was used as control. UptiBlue test was performed as described above every
two days starting from the day after seeding (day 0).
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2.6. Adhesion assays

Cellular adhesion test using the Percoll method was adapted from Goodwin and Pauli
[19]. Briefly, cells were detached with trypsin/EDTA solution and transferred in a tube
containing Soybean Trypsin inhibitor and medium without FBS. Cells were centrifuged
for 5 min/1000 rpm/25 °C. Cells were resuspended in medium without FBS at a density
of 3 x10° cells/ml. 100 pl/well of cell suspension were dispatched in a 96-well plate
grafted with PLL or DGL of generation 2—4. Plates were blocked with 1% BSA in PBS
for 1h and rinsed three times with PBS prior cell seeding. Cells were allowed to attach
for 5min prior adding the Percoll FM solution (1.10 g/l) to separate non-adherent cells.
Adherent cells were then fixed with the Percoll Fix solution (1.13 g/l) containing 10%
glutaraldehyde. Supernatants were discarded and cells were washed three times with
PBS prior staining with crystal violet dye. Exceeding dye was washed with water and
the cell-trapped dye was dissolved with 2% sodium dodecyl sulphate (SDS). Absor-
bance was read at 570 nm with microplate reader (Infinite M1000, Tecan).

2.7. Lactide/glycolide copolymer films preparation and coating

Round glass coverslips (18 mm) were covered by a biopolymer film of 50/50 DL-poly
(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) (100,000 g/mol) (Purac, Lyon, France) obtained by sol-
vent cast from 2% (w/v) chloroform solution. Coverslips were left under the chemical
hood at room temperature until evaporation of the solvent. So obtained PLGA films
were further coated by passive adsorption with 1 mg/ml PLL or DGL-G3 in PBS for
2h at room temperature. Coverslips were washed three times with PBS and blocked
with 1% BSA in PBS for 1h at room temperature. Finally, surfaces were washed three
times with PBS prior adhesion test with the Percoll test as described in 2.6 except that
cells were allowed to attach 20 min prior adding the Percoll FM solution.

2.8. Confocal microscopy

Cell spreading was evaluated on Millicell EZ 8-well glass slides (Millipore, Saint-Quentin
en Yvelines, France) covered or not with PLGA films and further coated with PLL and
DGL-G3 and blocked with 1% BSA in PBS (see 2.7). Medium was aspirate and wells
were gently rinsed once with PBS at 30 and 60 min post-seeding. Cells were fixed with
4% (v/v) paraformaldehyde (Sigma—Aldrich) for 20 min and rinsed three times with PBS.
Hoechst (Sigma—Aldrich) and Phalloidin-TRITC (Sigma-—Aldrich) dyes were added to
cells at 1 pg/ml in PBS for 15 min at room temperature. Cells were rinsed three times with
PBS and slides were mounted with Mountant, Permafluor solution (LabVision, Thermo-
Scientific, Illkirch, France). Images were acquired with Olympus FV10i confocal micro-
scope using a 60x oil immersion objective.

2.9. Western blotting

Six-well plates were coated with PLL and DGL of generation 24 with 10 pg/ml solu-
tions in PBS for 2h at room temperature, and rinsed three times with PBS. Cells were
plated at a density of 3 x 10%cells/cm? and cultured for 48h in medium containing 2%
FBS. Total protein was extracted with lysis buffer (150 mM NaCl, 50mM Hepes pH
7.4, 5SmM EDTA, 10% glycerol, 1% NP-40) supplemented with a protease inhibitor
cocktail (Roche) and 1 mM sodium orthovanadate. Cells were scraped, collected and
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incubated on ice for 15 min mixing every 5min. Then, cells were centrifuged 20 min/
10,000 rpm/4°C. The supernatant was collected, and protein concentrations were
determined using the BCA protein assay kit (Pierce).

For western blot analyses, 6 ug of each protein sample were separated by 8%
SDS-PAGE. Electrophoretically resolved bands were then transferred to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes by electroblotting. Membranes were blocked for 45 min in
tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20 (TBS-T) and 5% (w/v) non-fat powdered
milk. Then, they were incubated at 4 °C overnight with the primary antibodies in TBS-
T containing 2% (w/v) non-fat powdered milk: rabbit anti-integrin beta 1 antibody
(ab52971; abcam), mouse anti-integrin alpha 5 antibody (ab93943; abcam) at dilution
of 1:1000 and mouse anti-GAPDH antibody (MAB374; Chemicon International) at
dilution of 1:7500. Membranes were then washed three times in TBS-T, and incubated
with corresponding horseradish peroxidase conjugated secondary antibody, for 1h at
room temperature in TBS-T. Membranes were washed five times in TBS-T. Finally, pro-
teins were detected by Enhanced Chemilumunescence kit (SuperSignal West Femto
Chemiluminescent, Pierce).

2.10. Zymography

Cells were seeded in 96-well plates at a density of 3 x 10* cells/cm? and incubated in
complete medium for 48 h onto surfaces grafted with PLL and DGL of generation 24,
then cells were rinsed three times with PBS and a further 48 h incubation without FBS
was performed prior conditioned media harvest. Samples were separated through a 10%
SDS-polyacrylamide gel containing 1 mg/ml gelatin as substrate. Following electrophore-
sis, the gels were washed in 2.5% Triton X-100 for 1h at room temperature; further incu-
bated at 37°C overnight in 50mM Tris-HCl, SmM CaCl,, 200mM NaCl (pH 7.6);
stained with 0.1% Coomassie blue G-250 in methanol/acetic acid/water (20/10/70; v/v/v);
and destained in the same buffer without Coomassie Blue. Gelatinolytic activities of
MMP-2 and MMP-9 were evidenced as white zones of lysis indicating gelatine degrading
activity. A fibrosarcoma cell line HT-1080 was used as reference.

2.11. Statistical analysis

Statistical evaluation was performed with GraphPad PRISM software (GraphPad Soft-
ware, Inc., La Jolla, CA, USA). ANOVA test with Newman—Keuls post hoc test were
applied for p-values determination. All results were reported as mean+SD. Data were
considered significantly different if the p-value was <0.05.

3. Results and discussions
3.1. Determination of ICsy values

Any chemical entity induces cytotoxic response in a dose and cell-specific manner. In
order to evaluate the relative cytotoxicity of DGLs, increasing concentrations of
DGL-G2, -G3 and -G4 were added to HSFs culture medium and cell viability was mon-
itored after 2 days using an UptiBlue assay reflecting the metabolic activity (Figure 1).
PLL was used as reference since this linear polymer is commonly used in cell culture
procedures. In our conditions, ICso were determined at 18, 25, 30 and 18 pg/ml for
PLL, DGL-G2, -G3 and -G4, respectively. A previous study by Fischer and co-workers
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Figure 1. Cell viability assays were conducted using UptiBlue reagent. Cells were incubated for
2days with medium alone or supplemented with PLL and DGL of generation 2-4 at varying
concentration range from 1 to 50 pg/ml. Data are expressed as means+SD of 4 replicates and
representative of 3 independent experiments.

used the L929 mouse fibroblasts strain with a similar metabolic activity fest and
reported an ICso of 38 pa/ml, calculated as PLL conceniration which inhibits 50% of
cell growth after 24h.[20] At low concentrations (1-5 pg/ml), DGLs and PLL induced
an increase of cell viability of approximately 25% in comparison to untreated cells. The
direct effect of low concentrated PLL solutions (below 10 ug/ml} on fibroblasts prolifer-
ation is poorly documented; though, a positive effect at 1 pg/ml on human mesenchymal
stem cells adhesion and proliferation has been reported.[21] In conclusion, in homoge-
neous phase, DGLs and PLL display similar cytotoxic profiles, thus validating the range
of use of DGLs in the same order of magnitude as PLL.

3.2. Characterization of DGL-grafted surfaces

Chargeable polymers are commonly used as coated or grafted supports onto which cells
will adhere. Accordingly, polystyrene microplates were thus grafted with DGL and
amino-group density was assessed by ADECA (Figure 2(A)) [17,18]. Measurements for
DGL-G2, -G3 and -G4 surfaces provide densities of 3.66+0.18, 4.04+0.23 and 7.00
+0.45 amino groups per nny’, respectively. Blank was performed onto crude microplate.
These results are in accordance with previous results considering a monolayer of DGL
onto polystyrenc support.[16]

DGL-functionalized glass surfaces were prepared as described by Coussot and co-
workers,[16] and were analysed by AFM (Figure 2(B)). The measured root-mean-square
roughness parameters (Rq) for blank, DGL-G2, -G3 and -G4 were 0.184, 0.457, 0.448
and 0.512, respectively. This indicates that surface topographies were homogeneous and
different from blank, These results are in accordance with DGL monolayer structures
described in Coussot and co-workers [16]. Combined to ADECA quantification and pre-
vious observations, our data imply that grafting of DGLs leads to a homogenous mono-
layer onto polystyrene micreplate surface.

3.3. HSFs proliferation onto DGL supports

Cell proliferation was determined by Uptiblue assay after culture for 2 and 4 days onto
polymer-grafted surfaces (Figure 3). A slight but significant increase of proliferation
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NH2 per nm?

Glass (Rq=0.184)

Figure 2. DGL-grafted surfaces analyses. (A) Amino density estimation of microplates grafted
with DGL of generation 2—4. Blank from crude microplate was subiracted. (B) Atomic force
microscopy measurements on surfaces of crude glass and coated with DGL of generation 2—4. Rq
is root mean square roughness. Scale bars indicate 100 nm.

was observed as early as 2 days post seeding onto cationic polymers. This increase was
confirmed after 4 days and represented a 33% gain of the measured metabolic activity
when compared to the control. These data are consistent with previous observations
considering PLL coated surfaces [21]; however, the mechanism leading to such an
increase is not known. Recently, PLL and DGL-G4 have been used to increase the
adsorption of melanocortin peptides to form multi-layered films onto glass surface for
the culture of dental fibroblasts.[14] Same strategy was then employed with DGL-G5 to
trap bone morphogenic protein 2 in nanoreservoirs for long term delivery in bone
regeneration.[15] This implies that polycation polymers can passively trap growth fac-
tors. In our conditions, an explanation for proliferation improvement may arise from the
interaction between polymers and growth factors contained in FBS, and making them
more available for the cells. This hypothesis is further strengthened by the result from

284



Annexes

Downloaded by [193.55.43.251] at 06:50 14 March 2014

Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition 143

Lu and co-workers showing that no increase of proliferation is observed in presence of
PLL when cells are cultured in serum free medium.[21]

3.4. HSFs initial adhesion and spreading

Initial adhesion of HSF cells onto DGLs was conducted by the Percoll method that pro-
vides a sensitive semi-quantification brought by phase separation of non-adherent cells
and the measurement of incorporated dye (crystal violet) into adherent cells by absor-
bance monitoring at 570 nm.[19] Standard polystyrene culture plates are usually treated
with trade-dependent specific methods fo improve cell adhesion. To bypass this parame-
ter, plates were blocked with BSA to normalize the results. The time of observation
was fixed at S5min post-seeding and was determined by the duration necessary for
attaching 50% of cells onto PLL surface in our experimental conditions (data not
shown). Our results showed that the various generations of DGL displayed stronger
adhesive properties (15-20%) than PLL after Smin (Figure 4(A)). Same results were
obtained with coated swfaces indicating that grafting is not a necessary step to bring
adhesive properties (not shown). Cell adhesion onto polylysine substrates is considered
a8 a quick phenomenon and interpreted as the interaction between the polyanionic cell
surfaces and the polycationic layer brought by amino groups of polylysine.[22] Interest-
ingly, PLL surfaces were previously demonstrated to offer lower density of amino
groups per nm? than DGLs [16]; thus, we assume that DGL surfaces are more prone to
attach cells by electrostatic forces in the initial phase of adhesion.

Cells were then observed at a later state of adhesion by confocal microscopy
(Figure 4(B)). At 30min, cells presented circular cytoplasmic extensions with actin
filament structures on PLL and DGLs surfaces while cells on control had round shape
associated with a diffuse actin network, These data are consistent with former spreading
test on PLL reporting an incrcase of the passive carly cell attachment and spread-
ing.[23] Area covered by cells still grew during the first 60 min incubation; however, no

OCTRL OPLL ODGL-G2 @ DGL-G3 B DGL-G4
45000 4

40000 |
35000 | _} i T
30000 4
25000 -
20000 4
15000
10000
5000 1
0

-

Fluorescence Units

Days

Figure 3. Cell proliferation assays onto various substrates was conducted using Uptiblue
reagent. Data are means from 8 replicates and representative of 3 independent experiments (mean
+3D). ANOVA test with Newman-Keuls post hoc test were performed for p-values
determination. **p<0.01, *™p<0.001, and n.s. is non-significant. Control (CTRL) is crude plate.
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Figure 4. (A) Cell adhesion onto various substrates was asscssed using the Percoll method and
crude plate as control. Cells were seeded for Smin. After fixation and staining using Crystal
Violet, the incorporated colourant was dissolved and absorbance at 570nm was measured. Data
are means from § replicates and representative of 3 independent experiments (mean=+SD). The
results are expressed in fold increase relative to control. ANOVA test with Newman-Keuls post
hoc test were performed for p-values determination. ***p < 0.001 relative to control condition, and
#ip <0.01, ##ip <0.001 relative to PLL condition. (B} Cell spreading was observed by confocal
micrescopy. Cells were seeded onto different substrates and fixed at indicated time. Cell nuclei
and actin networks were counterstained using Hoechst dye (cyan) and rhodamine-conjugated
phalloidin {red), respectively. Scale bars indicate 50 pm. (C) Cells were culture for 48h onto
different substrates prior total protein extraction and western blot analyses of integtin Pl and
integrin o5, Imnmmodetection of GAPDH was performed to ensure equal protein loadings. (D)
Conditioned media analysis for MMP-2 and MMP-9 activity by zymography. Conditioned
medium from HT-1080 cell line was nsed as reference.
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remarkable difference was observed between PLL and DGLs conditions while spreading
on control plates was still delayed. Once cells approached their maximal area, they
presented less regular membrane edges. Cell spreading can be classified into either iso-
tropic or anisotropic modes.[24] The isotropic spreading is a rapid phase characterized
by continuous segment of the cell edge giving a round shape. Interestingly, this spread-
ing mode is facilitated by serum deprivation in line with our experimental conditions.
Dubin-Thaler and co-workers observed a switch toward an anisotropic spreading for
longer incubations. Anisotropic spreading is represented by a slower growth, filopodial
protrusions and edge retractions as observed after 30 min incubation of HSF on the vari-
ous substrates (Figure 4(B)). After one hour, most of cells displayed an anisotropic
spreading morphology on DGL-G3 surface while this phenomenon was particularly
delayed on control.

Further spreading, crawling and migration processes are controlled by active
mechanisms that require a strong attachment to the substrate. Extracellular matrix mac-
romolecules, the natural substrates of mesenchymal cells, are mainly linked to cells
through integrins that are protein heterodimers localized at the cell membrane. The
fibronectin receptor, alpha 5/beta 1 integrin, is highly expressed in fibroblasts and pro-
motes their adhesion and motility during ECM remodelling and wound healing
through an Arg-Gly-Asp (RGD)<cell binding sequence on fibronectin.[25,26]
NH,-terminated self-assembled monolayers were shown to have a strong affinity
toward alpha S/beta 1 integrin; on the contrary, PLL is a well-known integrin-indepen-
dent substrate.[27] To address whether DGLs are able to trigger this receptor, cells
were cultured for 2days on various substrates and the expression of alpha 5 and
beta 1 integrin subunits was analysed by western blotting (Figure 4(C)). The alpha 5
subunit was slightly overexpressed in cells grown on DGLs surfaces while an identical
basal expression was observed in cells cultured on control and PLL. Besides, no
variation in beta 1 subunit expression was observed. However, the beta 1 subunit is
able to bind 12 different alpha subunits,[28] and has been shown to be synthesized in
excess over alpha subunits in fibroblasts.[29] Thus, the larger amount of alpha 5 sub-
unit detected in DGL~cultured cells suggests an increase of alpha S/beta 1 integrin
complex formation at the cell surface. Whether DGLs trigger directly the alpha 5/beta
1 integrin has to be further examined. Few examples in the literature have reported
integrin-mediated signal due to synthetic supports, of which polyurethane-gold nano-
composites were recently shown to activate the alpha S5/beta 3 integrin in endothelial
cells and to a lesser extend in fibroblasts.[30] In response to this activation, an
increase in matrix metalloproteinase (MMP)-2 was observed.

An increase of MMP expression level or activation could be considered as a useful
process for ECM remodelling in wound healing process or exogenous scaffold
penetration; on the opposite, MMP are often considered as a pejorative marker of
pathological mechanisms such as inflammation and cancer cell invasion.[31-34] We
thus questioned whether gelatinases (MMP-2 and -9) expression and activity levels were
modified after 2days culture on the different supports. Zymography analyses from cell
conditioned media were performed (Figure 4(D)). Results showed no difference, neither
in proMMP-2 expression nor in proMMP-2 activation. In two-dimensional cultures,
cells do not require MMP-2 overexpression to invade a preformed ECM, thus MMP-2
steady expression would be considered as a good indicator. Besides, the proMMP-9
isoform was not observed in any tested condition.

287



Annexes

Downloaded by [193.55.43.251] at 06:50 14 March 2014

146 C. Lorion et al.

Adhesion relative to control
. E

CTRL PLL DGL-G3

— Phalloidin
30 min 60 min

-

PLGA

PLGA + PLL

PLGA + DGL-G3

Figure 5. Comparison of human fibroblasts adhesion onio PLGA substrate functionalized with
PLL and DGL~G3. {A) Cells were seeded for 20min. After fixation and staining using Crystal
Violet, the incorporated colourant was dissolved and absorbance at 570nm was measured, Data
are means from 3 replicates (mean=SD). The results are expressed in fold increase relative to
control. ANOVA test with Newman-Keuls post hoc test were performed for p-values
determination. ™p <0.01, ™ p < 0.001 relative to control condition, and # p<0.05 relative to PLL
condition. {B) Cell spreading was observed by confocal microscopy. Cells were seeded conto
different substrates and fixed at indicated time. Cell nuclei and actin networks were
counterstained using Hoechst dye (cyan) and thodamine-conjugated phalloidin (red), respectively.
Scale bars indicate 50 um.

288



Annexes

Downloaded by [193.55.43.251] at 06:50 14 March 2014

Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition 147

3.5. Functionalization of hydrophobic polymer with DGLs

Many synthetic polymers have been developed and used as biomaterials to serve as
structural element with limited biological interactions with living function. However,
new strategies in tissue engineering necessitate bioactive functions that may help to
regenerate the targeted tissue of which the first step consists in improving biocontact
properties of the material.[35] Among them, PLGA is a typical example of attractive
biomaterial for skin tissue engineering due to its rather fast degradation properties, but
which is known to present poor surface properties regarding cell adhesion. To this mat-
ter, we conducted the functionalization of aliphatic polyester films, composed of 50/50
PLGA, by adsorption of DGL-G3. The surface of the films was assessed by contact
angle with water or diiodomethane drops. Contact angle values shifted from 71.0+0.7°
t0 46.4+2.4° (water drop) and from 34.2+0.4° to 42.4+1.1° (diiodomethane drop) fol-
lowing DGL G3 coating, clearly indicating surface adsorption of the hydrophilic dendri-
mer on the PLGA surface. The passive adsorption of DGLs at the polymer surface was
not surprising since Mendoza-Palomares and co-workers obtained DGL-GS5 nanoreser-
voirs at the surface of electrospun poly(e-caprolactone) fibres thanks to a layer-by-layer
adsorption process.[15] However, the impact of DGL-functionalization on cell adhesion
onto the polymer has never been explored. Cell adhesion at the surface of naked PLGA
films (control), or coated with PLL or DGL-G3, was assessed by the Percoll method as
described above after 20 min post-seeding (Figure 5(A)). Results showed that cell num-
ber at the film surface was significantly higher in presence of PLL or DGL-G3 than
control. Using the same conditions, actin network and nuclei were then stained and
observed by confocal microscopy after 30 and 60min post-seeding (Figure 5(B)). The
profiles of cell spreading and actin network organization were similar to those observed
in Figure 4(B). These data show that adsorption of polycationic polymers, PLL and
DGLs, provided better biocontact properties to the hydrophobic support by improving
cell adhesion. These results are in total agreement with a previous study reporting an
increase of fibroblasts adhesion and viability when the surface of PLA films was modi-
fied with amine-terminated branched architecture.[36] The authors attributed this
increase to electrostatic interactions between amine groups and cell membrane glycopro-
teins. To note, DGL-G3 allowed a significant increase of HDFs adhesion compared to
PLL. As already discussed above, this difference could be partly attributed to the higher
density of amino groups per surface unit of DGL.[16]

4, Conclusions

Surface engineering of polymeric biomaterials requires controlled chemical nanolayers
for which DGLs should provide many advantages. In this study, we determined the
characteristics of DGLs as supports for HSFs cultures. Toxicity of DGLs was similar to
PLL when added to the cell culture medium. In solid phase, DGLs-grafted or -coated
plastic surfaces provided homogeneous surfaces with high density of amino groups thus
improving early cell adhesion and spreading processes. Longer period of cultures onto
DGLs showed an increase in cell proliferation comparable to PLL and an increase in
alpha 5 integrin subunit protein level that was not observed onto PLL-treated surfaces.
Finally, passive adsorption of DGL onto PLGA films improved hydrophilic properties
of the substrate and allowed a better adhesion of skin cells. However, the real benefit of
DGLs in biomaterials field is not restricted to cell adhesion improvement, but DGLs
provide unlimited strategies to bring bioactive molecules in contact with cells.
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