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Résumé

Les cellules cutanées sont naturellement électrosensibles, en raison de I'existence d'un potentiel
électrique transépithélial endogene. L'application d’un champ électrique exogéne pulsé (i.e
électroporation) est utilisée en clinique humaine et vétérinaire pour le traitement local des cancers
cutanés (électrochimiothérapie, ECT) et pour le transfert de géne (électrotransfert de géene, GET).
L'hypothese de ce projet de these est donc que le champ électrique seul, appliqué en ECT et en GET,
peut affecter le comportement des cellules cutanées, moduler le remodelage de la matrice
extracellulaire par les fibroblastes, promouvoir I'angiogenése, et stimuler la migration et de la
différenciation des kératinocytes. Ainsi, les objectifs de ce travail étaient de comprendre, visualiser et

guantifier les réponses des cellules cutanées a la suite de I'application d’un champ électrique externe

de type électroporation. Les études réalisées sur des cultures en 2D indiquent que I'électroporation
directe des fibroblastes dermiques ne modifie ni leur prolifération ni leur migration. D’autre part, bien
que les parametres électriques appliqués assurent 100% d’électroperméabilisation réversible, une
apoptose légere apparait dans environ 30% de la population soumise aux champs électriques a
I'intensité la plus élevée. Cette apoptose semble étre la conséquence de la génération de stress
mitochondrial. Fait intéressant, le sécrétome des cellules apoptotiques améliore significativement la
migration de fibroblastes non exposés, vraisemblablement via une sécrétion accrue de facteurs de
croissance des cellules exposées. Ensuite, un modeéle de substitut dermique humain reconstruit par
ingénierie tissulaire a été utilisé pour réaliser une analyse multi-échelle des processus électro-induits
au niveau tissulaire. Nous avons démontré que le feuillet dermique est un modeéle polarisé tres riche
en matrice extracellulaire endogene et que le haut degré de complexité de celle-ci en fait un modeéle
de choix pour I’étude du remodelage matriciel. Nos résultats montrent que les champs électriques de
type électroporation induisent une modulation rapide des génes associés au matrisome (c’est-a-dire
les génes codants des protéines de la matrice extracellulaire ou des protéines qui y sont associées), en
particulier une régulation a la baisse des enzymes de maturation telles que la transglutaminase TG2 et
la lysyl-oxydase like LOXL4. De plus, une diminution transitoire de la production du pro-collagene de
type 1al et de la teneur en hydroxyproline dans le tissu a lieu dans la semaine suivant I'électroporation.
Ce remodelage du collagéne est principalement dépendant des MMPs en raison de leur suractivation
ROS-dépendante. De plus, nos données démontrent que les champs de type électroporation régulent
a la baisse le TGF-B (ARNm et protéine), un acteur clé de la fibrose pathologique. En outre, les
fibroblastes dermiques électroporés sécretent massivement des facteurs de croissances pro-
angiogéniques tels que le FGFb, le VEGFA et le PDGFA. Le sécrétome de fibroblastes dermiques
électroporés favorise ainsi la migration en 2D des cellules endothéliales non électroporés ainsi que la
formation de réseaux vasculaires en 3D. En conclusion, ces travaux mettent en lumiere la pertinence
de I'utilisation de champs électriques pulsés comme stratégie de remodelage de I’environnement
matriciel et vasculaire. Ces recherches présentent un fort potentiel translationnel car I'électroporation
est déja utilisée en clinique et des appareils validés sont disponibles, ce qui ouvre de nombreuses

perspectives pour d’autres applications cliniques de cette technologie.



Abstract

Skin cells are electrosensitive, due to the existence of an endogenous transepithelial electrical
potential. The application of a pulsed exogenous electric field is used in human and veterinary clinics
for the local treatment of skin cancers (electrochemotherapy, ECT) and for gene transfer (gene
electrotransfer, GET). The hypothesis of this thesis project is therefore that the electric field alone,
applied during ECT and GET, can affect skin cells behavior, modulate extracellular matrix remodeling
by fibroblasts, promote angiogenesis, and stimulate keratinocytes migration and differentiation. Thus,
the objectives of this thesis were to understand, visualize and quantify the responses of skin cells
following the application of an electroporation-type electric field. Studies carried out on 2D cultures
indicate that direct electroporation of dermal fibroblasts does not modify their proliferation or
migration properties. On the other hand, although the applied electrical parameters ensure 100%
reversible electropermeabilisation, apoptosis occurs in about 30% of the population subjected to
electric fields at the highest intensity. This apoptosis appears to be the consequence of mitochondrial
stress generation. Interestingly, the secretome of apoptotic cells significantly enhances unexposed
fibroblasts migration, presumably via an increased growth factors secretion from exposed cells. Then,
one tissue-engineered human dermal substitute model was used to perform a multiscale analysis of
electro-induced processes. Our results show that electroporation-type electric fields induce a rapid
modulation of mMRNA’s genes composing the matrisome (i.e. genes encoding extracellular matrix
proteins or associated-proteins), particularly a down-regulation of maturation enzymes such as
transglutaminase TG2 and lysyl oxidase like LOXL4. In addition, a transient decrease in pro-collagen
type 1lal production and hydroxyproline content in the tissue occurs within a week after
electroporation. This collagen remodeling is mainly dependent on MMPs due to their long-lasting ROS-
dependent activation. In addition, our data demonstrate that electroporation-type electric fields
downregulate TGF-B (mRNA and protein), a key player in pathological fibrosis. In addition,
electroporated dermal fibroblasts massively secrete proangiogenic growth factors such as FGFb,
VEGFA and PDGFA. The secretome of electroporated dermal fibroblasts thus promotes the migration
of non-electroporated endothelial cells in 2D as well as the formation of vascular networks in 3D. In
conclusion, this work sheds light on the relevance of the use of pulsed electric fields as a strategy for
matrix and vascular remodeling. This research has strong translational potential since electroporation
is already used in clinic and validated devices are available, which opens up many perspectives for

other clinical applications of this technology.
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Figure 17 : Electroperméabilisation efficace et transitoire des fibroblastes en monocouche. Intégrité de
la membrane plasmique évaluée par la pénétration d'iodure de propidium (rouge) pendant
I'électroporation (GET : 10 impulsions, 5 ms, 1Hz, 200V/cm ; ECT : 8 impulsions, 100 us, 1Hz, 600 V//cm)
(panel du haut) ou 30 minutes apres (panel du bas). Les noyaux sont marqués au Hoeschst (bleu). Barre
'ECREIIE 200 UM ..ottt ettt e e ettt e ettt e e sttt e e e st aaeasteaeessteeeeasseaesassseaaensssanasenssens 39

Figure 18: Vue d’ensemble du plan expérimental pour tester les effets directs (A) ou indirects (B) de
I’électroporation des fibroblastes dermiques humains sur le comportement cellulaire. A. Les propriétés
de migration et de prolifération des fibroblastes soumis a ['électroporation sont suivies par
vidéomicroscopie. B. Evaluation de I'effet indirect de I'électroporation via le sécrétome. Pour ces
expériences, des fibroblastes non exposés au champ électrique sont cultivés dans un milieu de culture
cellulaire conditionné pendant 24h par des fibroblastes électroporés. Les capacités de migration sont
ensuite sUiVies PAr VidBOMICIOSCOPIC. ........uueecuuereeeieeeeeeieeeeseeeeesetee e e ssteeessteeessseaeesssseaeessasasaessasees 53

Figure 19: Détermination des parametres électriques assurant une électroperméabilisation transitoire
efficace des fibroblastes sans affecter leur viabilité. A. Quantification de la libération d'ATP par
luminescence 10 min apres I'application des paramétres électriques d’électrochimiothérapie (ECT) et
d’électrotransfert de géne (GET). N = 2; n = 6. B. Suivi de I'électroperméabilisation cellulaire en
cytométrie en flux par pénétration d'iodure de propidium (Pl) immédiatement apreés I'application des
parameétres électriques ECT et GET. Axe gauche : % de cellules positives a l'iodure de propidium (point);
Axe droit: intensité de fluorescence en unité arbitraire (a.u) (triangle). n = 3. C. Suivi du recouvrement
de l'intégrité membranaire en cytométrie en flux par incubation a l'iodure de propidium 30 min aprés
I'application des paramétres électriques ECT et GET. n = 3. D. Viabilité cellulaire a long terme évaluée
par clonogénie apreés I'application des paramétres électriques ECT et GET, N = 3; n = 9. Analyses par
ANOVA UNIIr@CEIONNEIIES. ..ottt ettt ettt et e sttt e st e staeesatesssbesenaseenas 55

Figure 20: Les paramétres électriques ECT et GET n'ont pas affecté les propriétés de migration des
fibroblastes dermiques dans le test de fermeture de la plaie. A. Détermination par cytométrie en flux
de la synchronisation du cycle cellulaire aprés privation de sérum pendant une nuit. N = 3; n = 8. B.
Quantification de la migration des fibroblastes dermiques dans les tests de fermeture de la plaie gréce
a I'application de masques. Le masque de la plaie initiale (t = Oh) est représenté en jaune. Le masque
de confluence identifiant toutes les zones occupées par les cellules est représenté en orange. Le masque
de confluence est utilisé en combinaison avec le masque de plaie initial pour déterminer la confluence
cellulaire de la plaie a chaque instant (film 1). C. Evolution dans le temps de la migration cellulaire aprés
I'application des paramétres électriques de type ECT et GET sur des fibroblastes synchronisés et soumis
au test de la rayure. La confluence de la plaie (%) représente la zone de la plaie qui est occupée par des
cellules a chaque temps. N = 5; n = 30 Analyses statistiques par Anova bidirectionnelles. D. Valeurs de
pentes calculées par régression linéaire représentant la vitesse de migration pendant les premiéres 24h.
N =3, n = 9. E. Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie (%) 24h. N = 5; n = 30. Analyses



statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de géenes (GET
W) et électroChimiOtRErAPIE (ECT A )........oooceeeeeeeeeeeeeee et eete e te e st ee et taestaesstesessaassseseassaasssesessseaans 57

Figure 21: Aucun phénoméne de galvanotaxis des fibroblastes dermiques n’est induit par les
parametres électriques de type ECT et GET. A. Représentation schématique de la position des électrodes
sur le site de la plaie. La ligne jaune délimite la zone occupée par les cellules dans le panel anode (1) et
le panel cathode (2). B. Zone occupée par les cellules (um?) dans le panel supérieur de la plaie (1) ou
dans le panel inférieur de la plaie (2) 12h aprées application du champ électrique. Analyse statistique
par Anova unidirectionnelle. N=3; n=18. Conditions contréle (0 V//cm), électrotransfert de génes (GET)
et électroChiMiOtRErAPIE (ECT). ....cc.ueeeeeeeeeeeeceee e et e ettt e ettt e et tea e e st s e e s ssaa e e e saseaaeesassaaeesasanaeesasees 58

Figure 22 : Les paramétres électriques ECT n’ont pas affecté la prolifération des fibroblastes dermiques
tandis que certains paramétres GET ont réduit le nombre de cellules. A. Traitement des images avec
des masques pour quantifier la prolifération des fibroblastes dermiques. Comme les images de
contraste de phase n’étaient pas exploitables telles quelles, un masque présentant les noyaux
fluorescents marqués par le réactif rouge Nuclight a été ajouté sur les mémes images. Ce processus a
permis de déterminer le nombre de noyaux dans I'image a chaque temps. B. Prolifération des
fibroblastes dermiques au cours du temps aprés I'application des champs électriques de type ECT et
GET. Analyse statistique par Anova bidirectionnelle C. Nombre de noyaux 70h apres I'application des
parametres électriques de type ECT et GET. N=6; n=24. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle.

Figure 23: Certains paramétres électriques GET ont induit I'apoptose et un stress mitochondrial dans
les fibroblastes électroporés. A. Pourcentage de cellules apoptotiques quantifié avec le systéme
d'analyse IncuCyte ZOOM 24h apres électroporation grdce a un double marquage avec le réactif
Caspase-3/7 Green Apoptosis Assay et le réactif Nuclight Red. N = 2; n = 12. Analyse statistique par
Anova unidirectionnelle et bidirectionnelle B. Quantification de la perte de potentiel de membrane
mitochondrial 1h aprés application du champ électrique, en utilisant la sonde fluorescente
MitoView633. N = 1; n = 3. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. C. Détection fluorescente
de la génération d'anion superoxyde mitochondrial Oz  en utilisant la sonde MitoSOX en
vidéomicroscopie. N = 2; n = 12. Analyse statistique par Anova bidirectionnelle. ..............ccccccuveuue.. 62

Figure 24 : Les milieux conditionnés par des fibroblastes électroporés ont stimulé la migration des
fibroblastes non exposés. A. Evolution temporelle de la migration des fibroblastes dermiques cultivés
dans des milieux de culture cellulaire conditionnés par les paramétres électriques de type ECT et GET.
N = 3; n = 18. Seule la condition 200 V/cm a montré une différence statistique avec la condition témoin
(0 V/cm). Analyse statistique par Anova bidirectionnelle * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001 B.
Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie aprés 24h de culture dans un milieu conditionné
par les paramétres électriques de type ECT ou GET pendant 24h. N = 3; n = 18. Analyse statistique par
Anova unidirectionnelle ** = p <0,01. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de genes (GET m) et
ElectroChimiotNErapPie (ECT A ). ........eee oot e ettt e et tee e e et e e e e taa e e e st s e e e sassaaessasanaeeaasens 64

Figure 25: Analyse de I'expression des génes codants les facteurs de croissance dans les fibroblastes
dermiques 4h aprés I'exposition aux parameétres électriques de type ECT et GET. A. L'expression génique
a été quantifiée par RT-qPCR. Les changements d’expression sont exprimés par rapport a la condition
témoin. Condition témoin et ECT (600 V/cm) n = 3, condition GET (200 V/cm) n = 2. Angiopoiétine 1
(ANGPT1); Facteur de stimulation de colonies 2 et 3 (CSF2,3); Facteur de croissance du tissu conjonctif
(CTGF); Facteur de croissance épidermique (EGF); Facteur de croissance des fibroblastes 2,7 et 10
(FGF2,7,10); Facteur de croissance de type EGF se liant a I'héparine (HBEGF); Facteur de croissance des
hépatocytes (HGF); Facteur de croissance analogue a l'insuline 1 (IGF1); Facteur inhibiteur de migration
des macrophages (MIF); Sous-unité A du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFA); Facteur



de croissance transformant alpha (TGFa); Facteur de croissance transformant béta 1 (TGF-61); Facteur
de croissance endothélial vasculaire A (VEGFA). B. Expression de la protéine VEGFA quantifiée par ELISA
dans un milieu de culture cellulaire 24h aprés I’électroporation des fibroblastes dermiques en
monocouche avec les paramétres de type ECT (600 V/cm) et GET (200 V//cm) N = 1, n = 5. Analyse
statistique par test de Mann Whitney C. Expression de la protéine PDGFAA quantifiée par ELISA dans
un milieu de culture cellulaire 6h, 24h et 48h apreés I’électroporation des fibroblastes dermiques en
monocouche avec les paramétres de type ECT (600 V/cm) et GET (200 V/cm) N = 2, n = 8. Analyse
statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m)
et électroChimiotRErapie (ECT A ). .....ooueeeeeeeeeeeeeeee et e ettt e et ee e e et s e e et ee e e e sea e e e sasaaaeesaranaeesasees 66

Figure 26: Les paramétres électriques ECT et GET n'ont pas affecté les propriétés de migration des
kératinocytes dans le test de fermeture de la plaie. A. Evolution dans le temps de la migration cellulaire
apres l'application des paramétres électriques de type ECT et GET sur des kératinocytes synchronisés et
soumis au test de la rayure. La confluence de la plaie (%) représente la zone de la plaie qui est occupée
par des cellules a chaque temps. N = 2; n = 12 Analyses statistiques par Anova bidirectionnelle. B.
Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie (%) 24h aprés les pulses. N = 2; n = 12. Analyse
statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m)
et électrochimiothérapie (ECT A ). C. Image microscopique du test de migration des kératinocytes dans
les tests de fermeture de la plaie 12h apres les pulses de type ECT (800V/cm). Le masque de la plaie
initiale (t = Oh) @St rEPIrESENTE €N DICU. ........cc...eveeeeeeieeeseeeeeeee et e et e e et ee e e et a e e e saaaeessanaeeeasees 67

Figure 27 : Les parametres d’électroperméabilisation choisis maintiennent la viabilité cellulaire au sein
du modéle. A. Electoperméabilisation évaluée par pénétration d'iodure de propidium (rouge) pendant
I'électroporation observée par microscopie bi-photonique sur toute I'épaisseur du feuillet. B. Evaluation
de la viabilité cellulaire par Prestoblue dans les feuillets 24h aprés I'application des champs électriques,
N=3, n=14. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. C. Vue transversale d’un feuillet traité par
GET observé par microscopie bi-photonique (SHG Cyan ; Hoechst Bleu ; iodure de propidium rouge).
CTRL (0 V/cm) ; GET: Protocole d'électrotransfert de genes (10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm) ; ECT:
protocole d'électrochimiothérapie (8 impulsions, 100 us, 1Hz, 1000V/CM)........cccevueeeveeeveeeceeeeireeanne. 74

Figure 28: Caractérisation multi-échelle de la matrice extracellulaire et plus spécifiquement des
collagénes dans un substitut dermique humain. Observation a I'ceil nu (A), génération de seconde
harmonique par microscopie bi-photonique (B), microscopie électronique a balayage (MEB) (C, D),
microscopie électronique a transmission (MET) (E, F, G, H), coloration histologique HES (les collagénes
SONE €N JAUNEC) ([).eeeaneeeeeeeee ettt ettt e ettt e e et e e e ettt e e e e taeaaeatssaaessssaaeasssasesssssasessssnnaeaes 76

Figure 29: Caractérisation des collagénes dans un substitut dermique humain au microscope
électronique a balayage a faisceau d'ions focalisés (FIB). Coupe transversale du feuillet dermique imagé
par microscopie a balayage. * COlIAGENES ............oooocceeeeeeeieeeeeeeee e ee e eetee e e stee e e e saaa e e s ssaeaeans 77

Figure 30: Différences dans la signature spectrale des deux faces du feuillet. A. Spectres IRTF-ATR
moyens du substitut dermique témoin dans la gamme [1500-900 cm™]. B. Répartition des acides
nucléiques et des collagénes entre le coté milieu (face supérieure) et le cété Pétri (face inférieure)
mesurée par IRTF-ATR. n> 6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles...................c.......... 79

Figure 31 : Le contenu en ARN a été modulé dans le feuillet dermique soumis a I'électroporation. A.
Signal ARN cété milieu (enrichi en cellules) et c6té Pétri (enrichi en ECM) du substitut dermique mesuré
par IRTF-ATR 24h et 48h aprés application de champs électriques de type GET et ECT. n>5, Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET
m) et électrochimiothérapie (ECT A). n> 6. B. Génes différentiellement exprimés 4h apreés
électrostimulation en conditions de contréle, GET et ECT, mesurés par analyse transcriptomique a I'aide



d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4. C. Graphique représentant les genes du matrisome
différentiellement exprimés 4h aprés application de champs électriques de type GET et ECT. La limite
de significativité (ligne noire) est fixée pour une valeur p corrigée de 0,05. Les cercles rouges et verts
indiquent respectivement des génes significativement sur-exprimés et sous-exprimés. Analyse
transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. N =4........cccceeveeecvveeesciveneeicrennnn. 82

Figure 32 : Aucune variation majeure de l'intégrité des collagénes n’a lieu aprés I'application des
champs de type GET et ECT. A. Courbe DSC représentative de la dénaturation thermique des collagénes
dans la fenétre [50-75 °C]. B. Enthalpie spécifique de dénaturation AHd mesurée par DSC sur des
feuillets dermiques apres application de champs électriques de type GET et ECT. C. Température de
dénaturation des collagénes des feuillets dermiques (Tmid) mesurée par DSC aprés application de
champs électriques de type GET et ECT. n>6 Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles.
Conditions contréle (Ctrl), électrotransfert de genes (GET) et électrochimiothérapie (ECT)................. 84

Figure 33 : La teneur en collagénes diminue de facon transitoire apres I'électroporation. A. Fraction de
collagénes coté milieu (enrichi en cellules) et c6té Pétri (enrichi en ECM) du substitut dermique mesuré
par IRTF-ATR 24h et 48h aprés application de champs électriques de type GET et ECT. n>6. Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles B. Teneur en hydroxyproline dans les substituts dermiques
apreés application de champs électriques de type GET et ECT. N=3, n>5. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles C. Quantité de procollagéne 1al dans le surnageant de feuillets contréles et
électroporés. N=3, n212. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles D. Quantité relative
d'ARNm de la famille des collagénes dans les feuillets dermiques 4h aprés application de champs
électriques de type électrotransfert de genes (GET) et électrochimiothérapie (ECT). Analyse
transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4. Conditions contréle (Ctrl e),
électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A )...........cccoeeeeeeveeeeecieeeeeeirereeeennnn. 86

Figure 34 : L’expression de la Lysyl-oxydase LOXL4 et de la transglutaminase TGM_2 diminue dans les
fibroblastes apreés I’électroporation. Quantité relative d'’ARNm de la famille LOX (A) et TGM (B) dans les
feuillets dermiques 4h apreés application de champs électriques de type électrotransfert de génes (GET)
et électrochimiothérapie (ECT). Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix
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Figure 35 : L'électroporation augmente |'activité des MMPs sécrétées. A. Activité des MMPs activées de
maniére endogéne dans le surnageant de feuillets dermiques apres application de champs électriques
de type GET et ECT. N=3, n=12. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles B. Activité des MMPs
apres activation chimique de toutes les pro-MMP sécrétées dans le surnageant. N=2, n>4. Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl @), électrotransfert de genes (GET
W) et ElectroChimMiOtRErAPIE (ECT A ).........ccocueeeeeeeeeeeeeieeeeeeiieeeeeeieeeeesiseseesisseseesissesessissssessissesessissssees 88

Figure 36: Le protocole GET augmente la sécrétion de MMP9. A. Quantité relative d'ARNm de la famille
des MMPS dans les feuillets dermiques 4h apres application de champs électriques de type
électrotransfert de génes (GET) et électrochimiothérapie (ECT). Analyse transcriptomique réalisée a
I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4. B. Quantité de MMP-1, -2, -3 et -9, dans le surnageant de
feuillets dermiques aprés application de champs électriques de type GET et ECT. N=2, n=6. Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET
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Figure 37 : L'électroporation augmente l'activité des MMPs sécrétées indépendamment des TIMPs. A.
Quantité relative d'’ARNm de la famille TIMPs dans les feuillets dermiques 4h apres application de
champs électriques de type GET et ECT. Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce
Affymetrix Clariom S. n = 4 B. Quantité de TIMP-3 dans le surnageant de feuillets dermiques aprés



application de champs électriques de type GET et ECT. N=2, n=7. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl e), électrotransfert de génes (GET m) et
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Figure 38: L'électroporation induit un remodelage transitoire des collagénes principalement par les
MMPs dans un substitut cutané humain. A. Quantification par fluorimétrie de I'activité endogéne des
MMPs dans le surnageant 48h apreés application de champs électriques de type GET et ECT en présence
de 100 uM de GM6001. N=3, n=12 B. Teneur en hydroxyproline dans le substitut dermique une semaine
apres application de champs électriques de type GET et ECT cultivée en présence (symboles vides) ou
en I'absence de GM6001 (symboles pleins). N=3, n>6 C. Fraction de collagénes c6té pétri (enrichi en
MEC) du substitut dermique mesuré par IRTF-ATR 24h et 48h apres application de champs électriques
de type GET et ECT en présence (symboles vides) ou en I'absence de GM6001 (symboles pleins). n=6.
Conditions contréle (Ctrl e), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A).
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Figure 39 : Les espéces réactives de I’'oxygéne sont responsables de I'activation soutenue des MMPs
apreés I'électroporation. A. Activité plasmine quantifiée dans le surnageant 24h aprés I’électroporation.
N=2, n=. n> 6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles B. Quantification par fluorimétrie de
I'activité des MMPs endogénes dans le surnageant 24h aprés application de champs électriques de type
GET et ECT et culture en présence de concentrations croissantes d'inhibiteur de ROS N-acétyl-L-cystéine
(NAC). N=2 ou 3, n>4. n> 6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. C. L'activité gélatinase
des MMP-2 et -9 a été quantifiée par fluorimétrie en présence ou en |'absence de 5 mM de NAC. N=2,
n=12 D. L'activité des MMP-3 et 10 a été quantifiée par fluorimétrie en présence ou en l'absence de 5
mM de NAC. N=2, n=12 E. L'activité des MMP-1, -7, -8, -12, -13, -14, -15, -16 a été quantifiée par
fluorimétrie en présence ou en I'absence de 5 mM de NAC. N=2, n=12. Conditions contréle (Ctrl e),
électrotransfert de genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova
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Figure 40: La quantité de glycosaminoglycanes sulfatés dans les feuillets n’est pas affectée par
I'application des champs électriques. Quantification des glycosaminoglycanes sulfatés contenus dans
les feuillets dermiques apres application de champs électriques de type GET et ECT. N=3, n=12. Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET
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Figure 41 : Le facteur pro-fibrogénique TGF-81 est régulé a la baisse par I'application de champs
électriques pulsés. A. Modulation de I'ARNm TGF-61 4h apres électrostimulation. Analyse
transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4 B. Quantité de TGF-68 1 dans
le surnageant de feuillets dermiques quantifiée par ELISA. N=3, n=12 Analyse statistique par Anova
unidirectionnelle. C. Quantité d’IL-4 dans le surnageant de feuillets quantifiée par ELISA. N=2, N=6.
Analyse statistique par Anova unidirectionnelle D. Quantité d'IL-13 dans le surnageant de feuillets
quantifiée par ELISA. N=2, N=6. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle
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Figure 42 : L’électroporation n’induit pas de surexpression de I'a-SMA par les fibroblastes. A. Fibre de
stress a-SMA+ (vert) détectées par immunofluorescence dans des fibroblastes dermiques cultivés en
monocouche, 4h30 apres électroporation par ECT (600 V/cm) et GET (200 V/cm). Les noyaux sont
marqués avec du Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 50um. B. Fibre de stress a-SMA+ (vert) détectées par
immunofluorescence dans des substituts dermiques, 4h30 aprés électroporation par ECT (1000 V/cm)
et GET (600V/cm). Les noyaux sont marqués avec du Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 100um C.
Pourcentage de cellules positives a I'a-SMA aprés électroporation des fibroblastes en monocouche.



n=10 Analyses statistiques par Anova unidirectionelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de
genes (GET m) et électrochimiotRérapie (ECTA )........o.uweeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeceeesteesceaestaesteaesaeesneaans 97
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champs électriques de type GET et ECT. N=1, n= 6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles.
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1. L’électroporation

a. Théorie et principes
La membrane plasmique qui garantit I'intégrité cellulaire et le contréle des échanges entre le milieu
intracellulaire et extracellulaire est un obstacle a certaines molécules d’intérét thérapeutique. Les
stratégies d’optimisation de la biodisponibilité de ces molécules reposent essentiellement sur la
délivrance par vecteurs biologiques et le transfert par approches chimiques ou physiques. Parmi ces
méthodes, I'électroporation est largement utilisée pour augmenter la perméabilité des tissus et des
cellules. Ce phénoméne a été décrit par Neumann et al en 1972 dans une étude réalisée sur des
vésicules issues de cellules bovines, révélant que des impulsions électriques breves de haute intensité
induisaient une perméabilisation de la membrane plasmique se traduisant par I'augmentation des
échanges entre les milieux intracellulaires et extracellulaires 3. L’électroperméabilisation présente
I’avantage d’étre contrdlable dans I'espace et dans le temps (entre les électrodes). Elle peut en effet
étre réversible ou irréversible selon les parameétres électriques choisis et le résultat thérapeutique
recherché (Figure 1). Dans le cas de |’électroporation réversible, la membrane plasmique va retrouver
son intégrité quelques minutes aprés la fin des impulsions électriques contrairement a
|'électroporation irréversible (IRE) entrainant des dommages excessifs aux cellules et aux membranes
conduisant a la mort cellulaire %. Les paramétres des impulsions électriques, tels que I'amplitude, la
durée et le nombre d'impulsions, jouent un réle majeur dans I'efficacité des traitements basés sur
|'électroporation. La mise au point de parametres optimaux peut aujourd’hui étre planifiée par la

prédiction de la distribution du champ électrique dans les tissus grace a des modéles numériques *.
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Figure 1 : Effets et différentes applications des impulsions de type électroporation (ondes carrées définies par le champ

électrique E, la durée t, la période P ou fréquence F et le nombre de répétitions N.

Dans des conditions physiologiques normales et quand aucun champ électrique n'est appliqué, seul le
potentiel transmembranaire de repos existe au niveau de la membrane plasmique. Il est généré par le
gradient de concentration ionique de part et d’autre de la membrane consécutif au mouvement des
ions Na* et K* a travers les pompes Na*/K* ATPase °. Ce potentiel transmembranaire de repos (AW0) a
une valeur comprise entre -20 mV et -200 mV selon les types cellulaires, homogene le long de la
membrane plasmique °. Lorsqu'une cellule est exposée a un champ électrique pulsé externe, la
membrane plasmique devient transitoirement perméable aux ions qui vont se déplacer sous I'action
de la force électrophorétique. Les anions vont alors se déplacer vers I'anode et les cations vers la
cathode ce qui a pour conséquence |'établissement d’un nouveau potentiel, appelé potentiel
transmembranaire induit (AWi). Le potentiel transmembranaire induit se superpose au potentiel
transmembranaire de repos. Ainsi, le potentiel transmembranaire résultant est une somme des deux

(Figure 2).
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Figure 2 : A. Schéma représentant les potentiels transmembranaires de repos AWO0 et induit AWi lors de I'application d’un
champ électrique externe B. Courbe représentant la différence de potentiel transmembranaire total en fonction de I'angle 6,

dans le cas d’une cellule sphérique. E I'intensité du champ électrique et r le rayon de la cellule. Adapté de ©

Dans les zones de la membrane ol le potentiel transmembranaire dépasse une valeur seuil (Ep),
appelée seuil de perméabilisation, des changements se produisent dans la membrane cellulaire,
conduisant & une augmentation de la perméabilité membranaire aux ions et molécules °. Si la
différence de potentiel transmembranaire franchit la valeur Ep de +/- 200-300 mV, la perméabilisation
s’observe en premier |la ou la membrane fait face aux électrodes : AWi maximum pour 8 =0 ° ou 180°
7 (Equation 1). Cette valeur décroit progressivement le long de la membrane jusqu'a valoir AWi= 0 pour

6=90"°0u270".
| AWi+AWO0 | 2200 mV (1)

L'étendue de la perméabilisation est contrélée a la fois par le nombre d'impulsions (N), la durée des
pulses (t) et leur fréquence (F), ainsi que par 'intensité du courant (U) &. La différence de potentiel
transmembranaire induit AW;, est définie par I’équation (2) ou f est la forme de la cellule, g(A) une
fonction complexe des conductivités spécifiques de membrane, du tampon de pulsation et du
cytoplasme, r la taille de la cellule, E I'intensité du champ électrique, cos 0 I'endroit ol I'on se trouve

sur la membrane et T le temps de charge de la membrane (Equation 2) °:

AY; = fg(A)rEcos(6)(1 — e_%) (2)

A I'équilibre, si la cellule est présumée étre une sphére homogéne isolée (f=3/2), que la membrane
est considérée comme un diélectrique pur (g=1), et que le temps de charge T est beaucoup plus petit

que la durée d'impulsion (t), alors on peut simplifier I'équation comme ceci (Equation 3) :
AWi =(3/2) Er cosB (3)

Dans le cas d’une cellule en suspension, le modéle le plus simple est effectivement une sphere, qui

pour généraliser peut-étre remplacée par un sphéroide ou un ellipsoide. Cependant, si les cellules en
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suspension peuvent raisonnablement étre modélisées comme ceci, ce n’est plus du tout le cas pour

les cellules au sein d’un tissu. Il n’existe pas de corps géométrique simple pouvant modéliser les cellules
d’un tissu, chaque cellule présentant en outre une forme unique °. Avec des géométries irréguliéres
et/ou des cellules proches les unes des autres, la tension induite ne peut pas étre formulée comme
une fonction. Différentes techniques pour la détermination de cette tension sont synthétisées dans

« Advanced Electroporation Techniques in Biology and Medicine », Chapitre 3 1°,

En conclusion, I'électroperméabilisation est dépendante des paramétres électriques appliqués, des

caractéristiques morphologiques du type cellulaire et de I’environnement cellulaire.

Les termes d’électroporation et d’électroperméabilisation sont tous deux utilisés pour décrire le méme
phénoméne, I'un défendant I'existence de « pores », et I'autre plus général, défendant I’hypothese
d’une augmentation de la perméabilité en raison de réarrangements physico-chimiques au niveau de
la bicouche lipidique créant des défauts membranaires. Depuis les années 70, plusieurs théories ont
été proposées pour expliquer I'augmentation de la perméabilisation membranaire a la suite de
I"application d’un champ électrique. Ces théories sont basées notamment sur les réponses supposées
des lipides de la bicouche, comme une transition de phase ! ou des ruptures des interfaces entre les
domaines lipidiques 2, mais aucune ne peut solidement expliquer le mécanisme d’électroporation. De
nos jours, il existe un consensus sur le fait que |'électroporation repose sur la formation de pores
hydrophiles dans la bicouche lipidique, ce qui soutient le choix du terme électroporation 3. En effet,
les simulations de dynamique moléculaire suggérent que de petits pores instables s’ouvrent et se
referment dans la membrane lipidique, et ce, méme en I'absence d'un champ électrique externe.
Toutefois, une exposition de la membrane a un champ électrique réduit considérablement I'énergie
nécessaire a la pénétration de I'eau dans la bicouche, augmentant donc la probabilité de formation de
pores. Ceux-ci se forment en moyenne plus fréquemment et avec une durée de vie beaucoup plus
élevée que ceux formés en I'absence de champ électrique 3. Selon les modélisations moléculaires de
Mounir Tarek effectuées sur des modeles de bicouches lipidiques, les « doigts » d'eau commencent
par pénétrer a l'intérieur de la zone hydrophobe de la membrane, de chaque c6té de la membrane et
guelle que soit l'orientation du champ. Ces doigts vont ensuite se joindre pour former des colonnes
d'eau qui traversent la membrane. Les tétes polaires des lipides se réorientent alors vers l'intérieur de
la bicouche, formant des pores hydrophiles métastables. L'augmentation de l'intensité du champ

accélére la formation de ces structures * (Figure 3).
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Figure 3: Résultats de la simulation de dynamique moléculaire. A. Bicouche a I'équilibre. B. Formation de doigts d'eau dans la
bicouche soumise a un champ électrique transversal. C. Pores hydrophiles stabilisés par les tétes polaires. D. Pores vus de

dessus. Rouge = O, blanc= H, vert=N, jaune= tétes polaires, cyan=queues lipidiques. Tiré de 4

Cependant, les « électropores » induits par le champ électrique ne semblent pas pouvoir expliquer
tous les aspects du phénomene d'électroperméabilisation, notamment la perméabilisation longue
durée observée apres certains protocoles. Les études de modélisation moléculaire montrent que la
peroxydation lipidique peut étre considérée comme un mécanisme important dans la perméabilisation
membranaire prolongée induite par les champs électriques '°. La peroxydation lipidique fait référence
a la dégénérescence oxydative des lipides, qui est caractérisée par la formation d'un groupe
hydroperoxyde dans les queues lipidiques. Des réactions en chaine ont alors lieu, durant lesquelles les
produits de peroxydation intermédiaires propagent les dommages radicaux aux molécules adjacentes
conduisant ainsi a la peroxydation d’une grande quantité de lipides ®%”. La présence de lipides oxydés
dans une membrane lipidique augmente considérablement la perméabilité et la conductance de celle-
ci et favorise la formation de doigts d’eau. De plus, les régions de la membrane contenant des lipides
oxydés fragmentés, pourraient présenter une formation de pores spontanée qui auraient une durée
de vie beaucoup plus longue que les électropores induits par un champ électrique dans les parties non

oxydées de la bicouche *° (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma hypothétique des zones de peroxydation qui devraient se former dans la membrane cellulaire aprés
exposition a des impulsions électriques. Adapté de 1°

b. Applications cliniques de |"électroporation

i. L'électrochimiothérapie (ECT)
L’électrochimiothérapie (ECT) qui est la principale application clinique de I'électroporation a atteint
une pole position en Europe, constituant méme le traitement de premiéere intention dans le traitement
local des cancers cutanés au Royaume-Uni. L'application d'impulsions électriques visant a augmenter
la cytotoxicité de molécules anticancéreuses a été décrite pour la premiere fois par Orlowski et al. en
1988. Les impulsions utilisées en ECT sont dites « microsecondes » et sont généralement de I'ordre de
100 ps pour un champ électrique d’environ 1000 V/cm. Ce type d’impulsions permet de faire pénétrer
en grande quantité des molécules telles que la bléomycine ou le cisplastine dans le cytoplasme. Afin
gue le traitement soit efficace en combinaison avec I|'électroporation les drogues sélectionnées
doivent étre hydrophiles ou ne pas pouvoir étre facilement transportées a travers la membrane 3, En
oncologie vétérinaire, I'ECT a également été utilisée comme traitement unique ou traitement adjuvant
et s’est avérée tres efficace contre différentes tumeurs et métastases primaires chez le chien, le chat

et les chevaux 22,

Sur la base de vastes données précliniques, I'ECT est rapidement entrée en phase d’essais cliniques. La
premiére étude clinique sur I'ECT a été publiée en 1991 par Mir et al 2 et a démontré la faisabilité, la
sécurité et I'efficacité de I'ECT, suivie par des rapports de groupes des Etats-Unis, Slovénie, France et

du Danemark tous confirmant les résultats de la premiére étude 2+’

. En 2006 a été publié le rapport
du projet européen intitulé «Procédures opératoires européennes en Electrochimiothérapie »(ESOPE)
qui fut le point de départ d’une plus large utilisation de I'ECT a travers I'Europe . La majorité des
tumeurs traitées sont les mélanomes, ou les métastases cutanées d'autres types de tumeurs en raison
de leur accessibilité. Mais des applications plus larges sont désormais possibles grace a la mise au point

de différents types d’électrodes qui permettent d’atteindre des tissus profonds ou difficiles d’accés %.
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Fait intéressant, les cliniciens observent couramment, sans pouvoir I'expliquer, la guérison esthétique
et fonctionnelle des plaies sur les sites traités par électrochimiothérapie (Figure 5). En outre, les
données cliniques disponibles concernant le traitement de tumeurs cutanées par
électrochimiothérapie démontrent une réponse au traitement de prés de 84% pour la bléomycine et

d’environ 82% pour le cisplatine, associé avec la préservation des tissus sains .

A Avant fraitement

Syndrome
Gorling-Goltz
6 mois apres
Mélanome e ' :\.‘S¥
Carcinome

Figure 5 : Aspect de tumeurs avant et aprés le traitement par électrochimiothérapie. 202831

i. L'électrotransfert de géne (GET)
Une autre application de I'électroporation en médecine est I'électrotransfert de gene. Il peut étre
utilisé soit pour la vaccination ADN contre les maladies infectieuses, soit pour le traitement de diverses
maladies, telles que le cancer, pour cibler directement les cellules tumorales ou augmenter la réponse
immunitaire de I'organisme contre les cellules cancéreuses. La délivrance de geénes in vivo par
électroporation a été réalisée pour la premiere fois dans les années 1990 et depuis différents types de
tissus ont été transfectés avec succes en utilisant cette approche : tumeurs, muscle squelettique, peau,
foie... En GET les impulsions utilisées sont dites « millisecondes », ce qui permet a la fois de
perméabiliser la membrane plasmique et de générer une force électrophorétique facilitant la

migration des molécules chargées, telles que I'ADN, vers les cellules perméabilisées. Contrairement
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aux petites molécules délivrées en ECT qui peuvent entrer dans les cellules pendant I'application des
champs électriques et jusqu’a ce que la membrane recouvre son intégrité, les acides nucléiques
entrent seulement pendant I'application des impulsions grace a la force électrophorétique générée. Si
|'efficacité de transfection de |'électrotransfert est encore faible par rapport aux vecteurs viraux, elle
est 10 a 1000 fois supérieure a l'injection d'ADN plasmidique nu. Le GET est toutefois avantageux
principalement par le manque de pathogénicité et d'immunogénicité qui en fait une méthode
prometteuse®®. La thérapie génique peut étre réalisée en utilisant deux approches différentes. La
premiere est la méthode ex vivo, ou les cellules, y compris les cellules souches, sont retirées du patient,
transfectées in vitro avec le plasmide, sélectionnées, amplifiées, puis réinjectées au patient. L'autre
approche est la thérapie génique in vivo, ou I'ADN exogéne est délivré directement dans le tissu cible,
par exemple, localement a la tumeur ou a sa périphérie, ou pour la libération systémique via le muscle
squelettique. Dans la majorité des cas, I'expression du transgene est transitoire car il n’est pas intégré
dans le génome des cellules cibles. Des résultats prometteurs ont été obtenus avec cette technique,
notamment dans le cadre du traitement des métastases du mélanome par I'électrotransfert d’IL-12.
Les résultats ont montré que I'électrotransfert d'un plasmide codant pour I'lL-12 avait un effet

thérapeutique sur les tumeurs primaires ainsi que sur les tumeurs et métastases distantes 32,

iii. L'électroporation irréversible (IRE)
L'électroporation irréversible (IRE) est une technique d'ablation tumorale non thermique utilisant un
champ électrique pour induire la mort cellulaire. Des électrodes placées autour de la tumeur délivrent
de courtes impulsions (us) a haute tension qui perturbent le potentiel de membrane cellulaire,
résultant en la création de défauts permanents dans la membrane plasmique. Ces défauts irréversibles
induisent une fuite importante du contenu intracellulaire conduisant a la mort cellulaire par perte
d'homéostasie 3. Bien que I'IRE détruise efficacement les cellules dans la zone d'ablation, la nature
non thermique de la méthode semble conserver I'architecture de la matrice extracellulaire et de la
vasculature apres le traitement 33>, ’IRE partielle a également démontré de bons résultats dans la
lutte contre le vieillissement cutané et dans la réduction des cicatrices chez les modeéles de rats 3¢%7.
Cependant, les analyses étaient généralement effectuées plusieurs semaines ou mois apres la fin du
traitement, ainsi, les effets a court terme des champs électriques sur la matrice extracellulaire font

toujours défaut.

La peau est un organe particulierement adapté a I’étude des mécanismes d’électroporation. Du fait de
leur accessibilité, les tumeurs cutanées ont été largement étudiées en électrochimiothérapie, et cet
organe présente également I'avantage d’étre riche en cellules dendritiques ce qui en fait une cible de

choix pour la vaccination ADN par électrotransfert de géne.
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2. La peau humaine

a. Structure et fonctions
La peau est un tissu complexe comprenant un épiderme stratifié multicouche, un derme riche en
collagene et en fibres élastiques, des structures annexes telles que les follicules pileux, les glandes
sudoripares et les glandes sébacées, et une couche de graisse sous-cutanée sous-jacente 32 (Figure 6).
La peau constitue I'interface entre I'organisme et I'environnement extérieur et joue de nombreux réles
de protection en formant une barriéere a toutes les échelles. Elle joue également un grand réle dans les
fonctions sensorielles et métaboliques par la synthese de vitamine D. La barriere cutanée est
majoritairement assurée par I'épiderme et sa couche cornée. Elle assure le maintien de I'homéostasie
hydrique grace notamment a la présence de jonctions serrées, de lipides intercornéocytaires, et des
composants du Facteur Naturel d’Hydratation (NMF , « Natural Moisturizing Factor ») 3 . La barriére
hydrique n’est cependant pas absolue et le mouvement normal de I'eau dans I'atmosphére est appelé
perte d’eau transépidermique (TEWL)*. Elle joue également un réle dans la thermorégulation, la

défense contre les agressions extérieures qu’elles soient physiques, chimiques ou biologiques .

Disques de Merkel ~ Corpuscule de Krause

+——— Epiderme Corpuscule de Meissmer Glande sébacée
Lame basale
Derme | /
= - Follicule pileux
Hypoderme Corpuscule de Pacini 2

: LS e '4___\ Glande sudoripare
Veine 9’ A \7';. /

Capillaire Tissu adipeux

Figure 6 : Schéma représentant la structure de la peau et ses annexes. Réalisé grdce a la base d’images Servier Medical Art

iv. L'épiderme
L'épiderme est un épithélium stratifié avasculaire constitué a 95% de kératinocytes. Les autres types
cellulaires présents sont: les mélanocytes, cellules dendritiques dérivées de la créte neurale
synthétisant la mélanine dans des organites subcellulaires appelés mélanosomes avant de la
transporter vers les kératinocytes. Chaque mélanocyte fournit des mélanosomes pour une trentaine
de kératinocytes autour desquels ils forment une « capsule mélanique » protégeant les noyaux des

rayonnements solaires ultraviolets 8 ; les cellules de Langerhans (LC) qui constituent un sous-ensemble
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de cellules présentatrices d'antigéne (APC), résidentes entre les kératinocytes et jouant un réle
important dans 'immunité cutanée *; les cellules de Merkel retrouvées prés ou au contact de trés
fins nerfs non myélinisés avec lesquels ils forment des synapses jouent un role de mécanorécepteur.

L'épiderme est divisé en quatre couches principales en fonction de |'état de différenciation des
kératinocytes qui s’effectue verticalement en s’éloignant de la jonction dermo-épidermique vers la
surface : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée. La
différenciation progressive de I'épiderme est associée a des modifications spécifiques de |'expression
et de la fonction des protéines (Figure 7) %2

La couche basale (ou germinative) est constituée d'une seule couche de kératinocytes qui
proliferent et engagent les cellules filles dans la différenciation terminale, qui aboutit a la formation
de la couche cornée. Ce processus prend habituellement quelques dizaines de jours, mais peut étre
plus court dans certaines pathologies telles que le psoriasis®. On retrouve aussi dans cette couche les
mélanocytes et les cellules de Merkel. La couche basale est mécaniquement liée au derme par la
membrane basale composée d’un réseau complexe de macromolécules qui relient les filaments
intermédiaires des kératinocytes basaux aux fibres de collagéene du derme superficiel. La fonction
principale de ces protéines est d’assurer "adhérence entre I'épiderme et le derme .

La couche épineuse, qui tire son nom de la forme particuliére de ses kératinocytes, produit un
réseau dense de filaments de kératines 1/10 qui interagit avec les desmosomes donnant ainsi I'aspect
épineux de ces cellules en microscopie optique®?.

Dans la couche granuleuse, les kératinocytes subissent un mécanisme particulier de mort
cellulaire programmée, appelée cornification, entrainant un aplatissement cellulaire ainsi qu’une
désintégration progressive du noyau et des organites intracellulaires. Les granules de kératohyalines
s’accumulent et le contenu des corps lamellaires est sécrété dans I'espace extracellulaire®?.

La couche cornée est composée de cornéocytes anucléés (kératinocytes morts) enrichis en
kératines liés a une enveloppe cornée périphérique composée de protéines réticulées. La fonction
barriére de la couche cornée est principalement assurée par des lamelles lipidiques localisées dans les
espaces extracellulaires situés entre les cornéocytes®. Les enzymes présentes dans le compartiment
extracellulaire sont responsables du remodelage des lipides ainsi que des réactions conduisant a la
desquamation®. La couche cornée est une barriére antimicrobienne a la fois composée de peptides et
lipides antimicrobiens, de chimiokines, et de conditions défavorables a la croissance des pathogenes
(pH acide, faible humidité, température de surface inférieure a 37°C). Cette composante est complétée
par le processus de desquamation qui permet I’élimination des micro-organismes présents a la surface.
Cependant, méme sila couche cornée représente la principale composante de la barriére épidermique,
les autres couches y contribuent également via la présence de jonctions serrées adhérentes (type ZO,

Claudin), de desmosomes et d’autres éléments du cytosquelette.
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Figure 7 : A. Histologie d’une coupe d’épiderme humain aprés coloration & hématoxyline/éosine. Tiré de 4* B. Les principaux
marqueurs de la différenciation des kératinocytes dans I’épiderme et la formation du potentiel transépithélial (TEP). A travers
I’épiderme, le mouvement des ions sodium se fait vers la couche basale, produisant une accumulation de ces ions dans cette
partie de I'épiderme. La différence de concentration des ions sodium dans I’épiderme crée le potentiel transépithélial. C.
Schéma représentant le potentiel transmembranaire dans un kératinocyte. Réalisé grdce a la base d’images Servier Medical
Art

e Potentiel transépithélial et potentiel transmembranaire
La différenciation baso-apicale des kératinocytes permet en outre la mise en place d’un potentiel
transépithélial (PTE) dont la valeur est estimée entre 10 et 60 mV dépendamment de la localisation
anatomique *. Il est la conséquence d’une distribution hétérogéne des ions sodium a travers
|’épiderme. Pour comprendre ce phénomene observé a I'échelle tissulaire, il convient tout d’abord de
décrire les mécanismes de distribution des ions sodiques a I’échelle cellulaire, générant le potentiel
transmembranaire des cellules. En effet, ces deux phénomeénes sont étroitement liés. Comme

I’explique la Figure 7, pour maintenir I'homéostasie, les ions potassium K* et sodium Na* sont
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naturellement distribués de maniere a conserver une différence de potentiel entre I'extérieur et
I'intérieur de la cellule, résultant en une concentration faible en sodium dans le cytosol, et importante
dans le milieu extracellulaire %6, Le déséquilibre de charges créé par I'activité de la pompe Na*/K* induit
une différence de potentiel transmembranaire de I'ordre de -40 mV #’ qui favorise le transport actif
secondaire de sodium vers l'intérieur de la cellule par les canaux ENac (Epithelial Na channel). Le
potentiel transépithélial résulte ainsi de la création d’un gradient osmotique consécutif de I'activité
conjuguée des deux principaux transporteurs d’ions sodiques #’.

L’endommagement des cellules épithéliales lors d’une blessure rompt le potentiel transépithélial. En
conséquence, les ions sodium se relocalisent par diffusion passive, induisant la création d’un champ
électrique endogéne de 100 a 200 mV/mm aux marges de la plaie ® *°. Ce champ électrique endogéne
trace des pseudo-boucles de 1mm sur la surface extérieure de la peau aux abords du site de Iésion*
(Figure 8). Les cellules non endommagées qui se trouvent a proximité vont alors tenter de maintenir
le potentiel transépithélial en entretenant le transport des ions en position basale jusqu’a la ré-
épithélialisation compléte de la Iésion . Le champ électrique endogéne semble jouer un réle majeur
dans le processus de fermeture de la plaie, en particulier via I'activation de la migration et de la

prolifération des cellules épithéliales®, ainsi que la promotion de I'angiogenése 2,

Boucles de champ
électrique

s

%
[

A g
S

Figure 8 : Formation des boucles de champ électrique endogene aux abords d'une plaie. Adapté de 46

v. Lederme

Les composants cellulaires du derme sont en majorité les fibroblastes, mais également les cellules
immunitaires telles que les mastocytes, plasmocytes, lymphocytes et cellules dendritiques dermiques
38 Le derme est divisé en deux couches principales : le derme papillaire et le derme réticulaire. Le
derme papillaire en contact avec la membrane basale est richement alimenté en vaisseaux sanguins,
lymphatiques (plexi superficiels et profonds) et en terminaisons nerveuses sensorielles (terminaisons
nerveuses libres, corpuscules de Pacini et corpuscules de Meissner). Le derme réticulaire, qui est la

partie principale du derme en contact avec les tissus sous-cutanés 38 est un coussin plus dur qui protége
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les tissus sous-jacents et contient les structures annexes de I'épiderme telles que les glandes sébacées,

sudoripares et les follicules pileux ** (Figure 6).

e les fibroblastes
Les fibroblastes sont des cellules de forme allongée tres représentées dans tous les tissus, et en
particulier au sein des tissus conjonctifs. Les fibroblastes jouent un réle majeur dans la régulation et le
renouvellement de la matrice extracellulaire en condition physiologique. En cas de blessure, ils sont
activés et se différencient en myofibroblastes, un événement clé dans les processus de cicatrisation
des tissus conjonctifs. Une des particularités fondamentales des myofibroblastes est la néo-expression
de I'actine des muscles lisses (a-SMA) dans des fibres de stress, responsables de leur activité contractile
permettant le rapprochement physique des bordures de la plaie >3 (Figure 9). Les fibroblastes et les
myofibroblastes vont conjointement produire de la matrice extracellulaire (MEC), essentiellement des
collagenes, principal composant du tissu cicatriciel. Les cytokines et facteurs impliqués dans
|'activation des myofibroblastes sont, entre autres, les contraintes mécaniques ( d’ou I'importance des
conditions de cultures in vitro), le facteur de croissance transformant B (TGF-B1), le facteur de
croissance du tissu conjonctif (CTGF ou CCN2), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF),
et la voie de signalisation Wnt/B-catenin >*. A noter I'importance de la matrice extracellulaire dans
I"activation des myofibroblastes par le relargage mécanique du TGF-B1 latent stocké dans la matrice
54, A la fin du processus de cicatrisation, les myofibroblastes sont éliminés par apoptose. Dans le cas
contraire, I'accumulation de collagéne et la contraction persistante de la matrice induisent une

condition pathologique appelée fibrose >°.

F-actin vinculin

Myofibroblaste

Fibroblaste

Figure 9 : Expression de I'a-SMA, de la F-actin et de la vinculin dans les fibroblastes et les myofibroblastes in vitro. >4

o lescellules endothéliales
Dans les vaisseaux sanguins, les cellules endothéliales polarisées sont positionnées en structures

tubulaires et agissent comme une barriere polyvalente entre l'intérieur et I'extérieur du tissu
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vasculaire. Les cellules péri-endothéliales telles que les péricytes, les fibroblastes, et les cellules
musculaires lisses stabilisent les vaisseaux en améliorant le contact cellule-cellule au sein de
I’endothélium, en produisant des protéines de la matrice extracellulaire et en régulant le diamétre des
vaisseaux °®. Dans la peau, la microcirculation sanguine est organisée en deux plexus vasculaires
horizontaux, I'un superficiel dans le derme papillaire qui assure les échanges d'oxygéne et de
nutriments pour les tissus environnants, et l'autre plus profond localisé a la jonction dermo-
hypodermique qui joue un grand réle dans la thermorégulation >’. Des artérioles et des veinules relient
les deux plexus.

La vasculogenése et l'angiogenese sont les processus fondamentaux par lesquels les nouveaux
vaisseaux sanguins sont formés. La vasculogenése est définie comme la différenciation de précurseurs,
appelés angioblastes, en cellules endothéliales conduisant a la formation d’un réseau vasculaire de
novo 8. Au contraire, I'angiogenése est définie comme la croissance de nouveaux capillaires a partir

de vaisseaux préexistants °°.

Dans l'embryon, les vaisseaux sanguins se forment a la fois par
vasculogenese et angiogenese, puis chez I'adulte, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins n'est
plus observée que sous certaines conditions physiologiques ou pathologiques (la cicatrisation ou le
cancer par exemple), et survient principalement par angiogenése . L'initiation de I'angiogenése
nécessite d'abord la déstabilisation de la structure tubulaire endothéliale préexistante, souvent causée
par une lésion tissulaire ou une transformation néoplasique. Les facteurs de croissance solubles, les
cytokines et les interactions cellules-cellules et cellules-matrice jouent un role déterminant dans
I'initiation de I'angiogenese. Les cellules endothéliales activées, les plaquettes, les cellules musculaires
lisses, les monocytes/macrophages et les fibroblastes libérent des cytokines pro-angiogéniques telles
que le facteur de croissance endothélial vasculaire-A (VEGF-A), le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF), le facteur de croissance des fibroblastes basique (FGF-b), le facteur de croissance
transformant béta (TGF-b), et I'angiopoietine-1 qui permettent aux cellules endothéliales de migrer a
travers la matrice extracellulaire, de proliférer et de former de nouveaux tubules immatures. Pendant
leur migration les cellules endothéliales digérent la membrane basale et d'autres composants de la
matrice en libérant des enzymes protéolytiques telles que I'urokinase plasminogene activateur (uPA)
et les métalloprotéinases matricielles (MMP) et s'appuient également sur les molécules d'adhésion
comme les intégrines. Au fur et a mesure qu'elles migrent vers la zone de néovascularisation, les
cellules endothéliales proliferent et forment des vacuoles, qui deviendront des vaisseaux fonctionnels

avec la coopération des cellules péri-endothéliales®.

Les cellules endothéliales sont aussi impliquées dans la mise en place du systeme vasculaire
lymphatique, essentiel au maintien d'un équilibre hydrique normal et aux réponses immunitaires .

Les facteurs de croissance endothélial vasculaire-C (VEGF-C) et D (VEGF-D) sont impliqués dans la
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croissance de nouveaux vaisseaux lymphatiques in vivo, appelée lymphangiogenese, avec la

participation de la voie Tie/angiopoiétine, de la neuropiline-2 et de I'intégrine- 9 .

Quelques études ont déja souligné le potentiel de certains types de champs électriques a induire la
sécrétion de VEGF, la réorientation, I'allongement et la migration de cellules endothéliales HUVECs en

culture via I'activation des récepteurs VEGF 152,

e [a matrice extracellulaire (MEC)
Le derme est un tissu conjonctif caractérisé par une abondante matrice extracellulaire composée de
fibres de collagenes, de fibres élastiques et d’une substance fondamentale amorphe contenant
essentiellement des protéoglycanes. La matrice extracellulaire fournit un échafaudage structurel au
tissu via un réseau d'interactions protéines-protéines et protéines-protéoglycanes. Ces interactions
sont impliquées dans la formation d'assemblages supramoléculaires tels que des fibrilles de collagéne
et de fibres élastiques, dans |'architecture tissulaire et dans les interactions cellule-matrice qui régulent

la croissance et le comportement des cellules (Figure 10).
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Figure 10: A. Histologie d’une coupe de peau humaine aprés coloration a I’hématoxyline/éosine/safran (HES). Tiré de 2.

B. Schéma simplifié de I'organisation de la matrice extracellulaire entourant les cellules.
- Lescollagénes

Les collagenes sont les protéines les plus abondantes du corps, représentant pres de 30% en masse
des protéines totales chez les mammiféres®®. Les collagénes se composent de 3 chaihes a de
polypeptides qui s’assemblent pour former une structure en triple hélice. Chez les vertébrés, 46
chaines de collagénes distinctes s’assemblent pour former 28 types de collagenes classés en différents
types selon s’ils s’assemblent en fibrilles (types I, Il, lll, V), en réseau comme c’est le cas dans la

membrane basale (types IV, VII), ou en FACIT (Fibril Associated Collagen with Interrupted Triple
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helixes ; types IX, Xll) et autres (type VI). Les collagenes fibrillaires I, Il et V sont trés largement
majoritaires dans le derme o ils représentent respectivement 85%, 10% et 2% des collagénes®. Dans
la peau, les collagénes fibrillaires sont produits principalement par les fibroblastes. Chaque molécule
de collagene fibrillaire est constituée de trois chaines polypeptidiques, appelées chaines a. Les chaines
a sont tout d’abord synthétisées par les ribosomes puis sécrétées dans le réticulum endoplasmique,
ou elles sont modifiées. En effet, les collagénes se composent d’une répétition de résidus (Gly-X-Y), et
comportent fréquemment des triplets (Gly—Pro—Hyp) dans lesquels les prolines sont a 15%
hydroxylées®. L’hydroxyproline est un résidu de proline spécifique aux collagénes qui résulte de
I’hydroxylation de la proline par la prolyl 4-hydroxylase et la prolyl 3-hydroxylase, elle est donc
fréquemment utilisée pour quantifier indirectement la quantité de collagenes dans un tissu. Certains
résidus de lysine sont également hydroxylés par la lysyl hydroxylase®. Puis, les triples hélices de
procollagénes subissent des glycosylations au niveau des résidus hydroxylysines lors de leur transit via
le Golgi. Ces modifications participent a la stabilisation des triples hélices de procollagenes qui sont
ensuite sécrétées dans l'espace extracellulaire. Les domaines N et C-terminaux sont alors clivés et
éliminés. Les collagenes résultants, dorénavant nommés tropocollagénes, s’assemblent ensuite en
fibrilles via des liaisons transversales covalentes formées entre les résidus de lysine de deux chaines,
par un processus catalysé par la lysyl oxydase (LOX) ®. La transglutaminase 2 jouerait également un
réle dans la réticulation et la stabilisation des collagénes®®. Les fibrilles peuvent ensuite s’associer entre

elles et former des fibres de collagénes de 0,5 a 5 um de diamétre® (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma résumant la biosyntheése des collagénes in vivo. Réalisé grdce a la base d’images Servier Medical Art
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- Les protéoglycanes

lls se composent d’'une protéine centrale a laquelle sont attachées des chaines latérales de
glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont des polysaccharides anioniques linéaires constitués d'unités
disaccharidiques répétitives. Il existe plusieurs types de GAG : l'acide hyaluronique, les kératanes
sulfates, la chondroitine, les dermatanes sulfates et les héparanes sulfates (y compris I'héparine). Tous
sauf I'acide hyaluronique sont des GAG sulfatés. Les chaines GAG fortement chargées négativement
permettent aux protéoglycanes de séquestrer I'eau et les cations divalents, conférant ainsi des
fonctions de lubrification. Les protéoglycanes sécrétés comprennent les grands protéoglycanes, tels
que l'aggrécane et le versicane, les petits protéoglycanes riches en leucine, tels que la décorine et le
lumicane, et les protéoglycanes a membrane basale, tels que le perlecan. La décorine et le lumican
ont un role régulateur dans I'assemblage des fibrilles de collagene. Les protéoglycanes interagissent
également avec les facteurs de croissance et les récepteurs des facteurs de croissance et sont
impliqués dans des processus biologiques tels que I'angiogenése ®°. Les GAGs ont également la capacité
de stocker et de séquestrer des facteurs de croissance et des cytokines, mais également d’établir des
gradients de concentration et de limiter la portée de diffusion et I'accessibilité des ligands a leurs
récepteurs %%, Les FGF en particulier se lient fortement aux chaines d’héparanes sulfates et de
perlecanes. Les héparanes sulfates sont également impliqués dans la liaison, le transport et I’activation

de facteurs de contréle du développement tels que BMP, Hedgehogs, et Wnt %7,
Parmi les autres protéines importantes de la matrice extracellulaire, on retrouve :

- Lafamille des laminines, protéines essentielles au développement embryonnaire précoce et a
I'organogenése qui s'auto-assemblent pour former des réseaux étroitement liés aux cellules
par le biais d'interactions avec les récepteurs de surface tels que les intégrines et les
syndécans ;

- La fibronectine, qui est essentielle pour la fixation et la migration cellulaire en fonctionnant
comme une « colle biologique ». Sécrétée sous forme de dimeres, elle possede des sites de
liaison aux autres dimeres de la fibronectine, aux collagenes, a I'héparine et aux intégrines ;

- L'élastine, qui confére de I'élasticité aux tissus

Les cellules se connectent a la MEC par le biais d'intégrines, de syndécans et d'autres récepteurs. Les
intégrines sont des récepteurs hétérodimériques composés des sous-unités a et B qui fonctionnent
comme des liens entre la MEC et le cytosquelette. L'activation des intégrines par les ligands de la
matrice entraine des changements conformationnels dans les intégrines qui initient des événements
de signalisation affectant les processus de prolifération cellulaire, de différenciation, de contractilité

et d’expression génique . En paralléle, |a signalisation intracellulaire peut induire des modifications
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de conformation et d’activation des intégrines et modifier leur affinité avec les ligands. Les intégrines

agissent donc comme un signal bidirectionnel entre les compartiments intra et extracellulaires ®.

La matrice peut en outre participer a la maturation des ligands tels que le TGF-$3, d’abord sécrété sous
forme latente et stocké dans la matrice. Il y reste inactif jusqu’a sa libération par protéolyse MMP-
dépendante ou par tension mécanique. La thrombospondine 1 (TSP-1), joue également un role
important dans la régulation de 'activation de TGF-B. Les niveaux de TSP-1 augmentent dans les plaies,

il pourrait ainsi contribuer a I'activation du TGF-B1 pendant la cicatrisation .

e [eremodelage de la matrice extracellulaire

La MEC subit en permanence un remodelage dynamique qui permet de déposer, de dégrader ou de
modifier ses composants. La réticulation intermoléculaire par les LOX est une modification clé post-
traductionnelle pour les collagénes et I'élastine. La réticulation accrue due a une activité excessive de
la LOX augmente la résistance a la traction du tissu et la rigidité de la matrice, ce qui affecte les
comportements cellulaires. Les collagenes et autres éléments de la MEC sont des substrats pour les
métalloprotéinases matricielles (MMP), les désintégrines (ADAM), ainsi que des protéases telles que

la cathepsine G et I'élastase.

- Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les MMPs constituent une famille d’endopeptidases a doigt de zinc incluant au moins 28 membres
connus, qui interviennent dans de nombreux processus physiologiques (morphogenése,
développement, cicatrisation) et pathologiques (arthrite, sclérose multiple, invasion tumorale et
métastatique) %71, La plupart des membres de la famille des MMPs sont sécrétés, mais il existe aussi
des MMPs de type membranaire. La structure primaire des MMPs contient au minimum trois
domaines : un pré-domaine, un pro-domaine et un domaine catalytique proprement dit (Figure 12). Le
pré-domaine, au niveau N-terminal, correspond a un peptide signal. Il est nécessaire a la sécrétion des
MMPs puis est rapidement dégradé. Le pro-domaine maintient |'activité enzymatique sous forme
latente et est classiquement constitué d’une séquence peptidique comprenant un résidu cystéine qui

interagit avec I'atome de zinc au niveau du domaine catalytique.
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Principales
Principaux sources
Classe MMP Structure P cellulaires au
substrats .
niveau de la
peau
Fibronectine
Matrilysines 726 ] gélatines
Collagénes Fibroblastes
Collagenases 1:8; fibrillaires (I, I, Il)
9 13:18 et collagénes VI,
VIII, X, Serpine
[ ) Glycoprotéines, Fibrqblastes,
protéoglycanes, Keratinocytes
Stromelysines | 3 ;10 ;11 collagenes IV, V,
IX, X, B
cadherine
Fibroblastes,
Gelatines, Cellules
Gelatinases 2:9 [ ] [ o« BN collagene IV, V, immunitaires
TGFb latent Cellules
endotheliales
N Fibroblastes
MMP 14 ; 15 ; Collagenes 1, 11, Cellules
membranaires 16 ;24 [ ] . B [ ] etlil endotheliales
(MT-MMP) Pro-MMP
MMP Fibrine,
membranaires & 17 ;25 [ ] e an fibrinogene, TNF
ancre GPI precursor

- Séquence signal ' Motif de reconnaissance de la Furine

Pro-domaine ([} Séquences a répétition fibronectine

_ Domaine catalytique Domaine de liaison du Zinc
Domaine homologue hemopexine < Charniére

. Domaine transmembranaire Ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol)

Figure 12 : Structure, substrats et principales sources des MMPs. Librement adapté de 7°

Les MMPs sont donc sécrétées sous forme latente ou zymogene. Pour étre activé, le pro-domaine doit
étre éliminé ou modifié par clivage protéolytique, libérant ainsi I'atome de zinc du résidu cystéine et
entrainant I'activation du domaine catalytique qui peut alors se lier a son substrat. La plupart des
MMPs possedent en plus un domaine charniére riche en proline et un domaine C-terminal contenant
une séquence homologue a de I’hemopexine ou de la vitronectine. Ce dernier domaine intervient dans
la reconnaissance du substrat des MMPs. Des particularités de structure sont observées pour certaines
MMPs comme les MMP-2 et -9 qui possédent, a l'intérieur de leur domaine catalytique, un domaine
homologue a la fibronectine qui est responsable de |a forte affinité de ces enzymes pour les collagénes
et la gélatine. Les MMPs de type membranaire (MT-MMPs) possédent un domaine additionnel qui
leur permet l'ancrage a la membrane plasmique 7°. Les MMPs sont classées selon leur substrat
préférentiel (Figure 12). On distingue au moins 5 classes : les collagénases (MMP-1, MMP-8, MMP-13
et MMP-18), les gélatinases (MMP-2 et MMP-9), les stromelysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11), les
matrilysines (MMP-7 et MMP-26), et les MMPs de type membranaire, MT-MMP, (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17, MMP-24 et MMP-25). Malgré une certaine spécificité de substrats, les spectres
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protéolytiques des différentes MMPs sont assez larges et se recouvrent partiellement permettant ainsi
la dégradation de I'ensemble des composants de la MEC, mais également le clivage d’autres composés
non matriciels 7°. Parmi ces composés non-matriciels on retrouve des précurseurs de facteur de
croissance, des protéines de liaison aux récepteurs d'adhésion de la surface cellulaire. Par exemple, le
clivage du perlécan libere le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et celui de la décorine
augmente la biodisponibilité du TGF-B latent qui peut ensuite étre activé par MMP-2 et MMP-9 7°, En
outre, le clivage des composés matriciels peut libérer des fragments bioactifs appelés les matrikines et
les matricryptines régulant un certain nombre de processus physiopathologiques tels que

I'angiogenése, la fibrose, la cicatrisation ou le cancer .

- Larégulation des MMPs

L'activité des MMPs est controlée a différents niveaux : la transcription, I'activation protéolytique de
la forme zymogeéne et I'inhibition de I'enzyme active par des inhibiteurs endogénes %72, La plupart des
MMPs sont exprimées a des niveaux faibles ou méme pas du tout dans les tissus adultes en I'absence
de stimulation. Les MMPs sont sécrétées sous forme de précurseurs « pro-MMPs » et restent inactives
jusqu'a leur clivage. Cette inactivité est due a l'interaction du zinc du site actif avec une cystéine du
protodomaine 73. Ces pro-MMPs peuvent étre activées dans 'espace extracellulaire par différents
mécanismes comme |'action d’autres peptidases, dont d’autres MMPs, la plasmine et les kallikréines
636473 | a voie d’activation plasminogéne de type urokinase (PLAU) / activateur du plasminogéne de
type tissulaire (PLAT) / plasmine / MMPs contribuerait ainsi a la dégradation des collagénes . Les
MMPs de types membranaires et celles possédant un site de reconnaissance de la furine peuvent
également étre activées par des sérines protéases intracellulaires de type furine 7°. En outre, les MMPs

sont connues pour étre activées en réponse a des signaux exogenes tels qu'un pH faible, la chaleur, et

les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) 7.

L'activité des MMPs est étroitement contrélée par plusieurs inhibiteurs endogéenes. L'a2-
macroglobuline se lie aux MMPs et crée un complexe qui s’attache de maniere irréversible a un
récepteur de type scavenger. Les inhibiteurs de MMPs les plus étudiés sont cependant les TIMPs (tissus
inibitor of metalloproteases). Les TIMPs sont des petites protéines de 21 a 28 kDa qui se lient aux
MMPs dans un rapport stcechiométrique de 1:1 et bloquent de maniére réversible leur activité. Les
TIMPs different dans leurs modeles d'expression et leur affinité pour les diverses MMPs, ils peuvent

dans certains cas se lier aux pro-MMPs et empécher leur activation 7°.

22



Introduction bibliographique

3. Les modeles de recherche sur la peau

a. Invivo

Les rongeurs sont classiquement utilisés dans les études portant sur la peau. Le modéle murin n’est
toutefois pas toujours adapté a ce type d’étude, car la peau murine differe de la peau humaine dans
son architecture, sa composition cellulaire et également dans ses mécanismes de guérison des plaies.
Méme si la peau humaine et la peau de souris partagent beaucoup de caractéristiques communes,
Gerber et al ont montré dans une étude transcriptomique que seulement 30% des génes associés a la
peau étaient identiques entre ’humain et la souris 7®. Une partie des génes est seulement représentée
dans I'une ou l'autre des espéces, mais beaucoup de génes communs ont également une expression
différente dans les peaux murines et humaines. La peau humaine exprime beaucoup plus de génes de
morphogenése et de facteurs de croissance que son homologue murin, au contraire la peau de souris
exprime elle plus de génes associés a I'immunité’®. Le nombre trés important de follicules pileux dans
la peau de souris (Figure 13) se manifeste également par une expression différente des génes quiy
sont associés. Concernant les processus de guérison des plaies, la peau de souris contient une couche
musculaire sous-cutanée, le panniculus carnosus, qui est absent chez ’lhumain et qui induit une «
contraction musculaire » permettant de rapprocher les extrémités de la plaie favorisant ainsi sa
cicatrisation. La formation de chéloides et des cicatrices qui suivent la guérison des plaies chez

I’humain n’est pas retrouvée chez les souris 7*7’.

La peau de porc est tres comparable a la peau humaine en termes de composition cellulaire,
de physiologie et d'épaisseur, a |'exception de la couche de graisse sous-cutanée, qui est plus épaisse
chez le porc (Figure 13). Les follicules pileux sont rares chez les deux espeéces, la teneur cutanée en
collagénes et en élastine est analogue’®. De plus, la composition des cellules immunitaires et la
distribution des mélanocytes sont similaires, et la peau de porc adhere aux tissus sous-jacents comme
le fait la peau humaine. En raison de ces similitudes, le porc est un bon modele pour les études sur la
peau. La limite principale de I'utilisation de ce type de modele est leur dimension et par conséquent
leurs colts logistiques et matériels ainsi que la difficulté de faire des modéles génétiquement

modifiés’®.
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Humain Porc

Souris

Figure 13 : Comparaison histologique de la peau humaine, porcine et murine. e, épiderme; d, derme; h, hypoderme, hf,
follicule pileux, Ad, adipocytes ; SG, glande sébacée ; SwG , glande sudoripare, Mu, muscle. D’aprés 7879

D’autre part, la sensibilisation générale au bien-étre animal et la désapprobation du grand
public quant aux tests sur les animaux a encouragé la législation a limiter leur utilisation. L'OCDE a ainsi
édité des directives basées sur la regle des 3R : Remplacement, Réduction, Raffinement. Elle vise a
Remplacer les expériences animales quand cela est possible, a Réduire le nombre d'animaux utilisés
dans les expériences et a affiner les méthodes expérimentales afin de minimiser la souffrance animale
et améliorer le bien-étre des animaux utilisés. Ces régles ont été premiérement décrites par W. M. S.

Russell et R. L. Burch en 1959 dans « The Principles of Humane Experimental Technique »%°.

b. Exvivo

C’est dans le cadre du développement d'approches alternatives a |'utilisation d'animaux qu’a émergé
I'utilisation de la peau humaine issue de chirurgie comme un modele expérimental. La mise en survie
d’explants de peau humaine présente |'avantage de conserver temporairement la structure de la peau,
sa population cellulaire et sa matrice extracellulaire. En dépit de ces avantages, cette méthode repose
sur la disponibilité des tissus et sur la capacité de I'expérimentateur a assurer la survie de I'explant. La
reproductibilité est donc limitée par la diversité des donneurs et le temps de survie des explants qui
est assez court (une dizaine de jours) 8. Toutefois, certains auteurs ont déja démontré que la durée de
vie d’explants de peau pouvait étre améliorée par leur perfusion sur un systeme de puce micro
fluidique 8. La peau d’oreille de cochon est également souvent utilisée comme modéle ex-vivo d’étude
sur la peau. Malgré une grande similitude avec la peau humaine, les conditions de préservation du
tissu (impliqguant généralement la congélation) ne permettent pas une conservation totale des

structures cellulaires.
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c. Invitro

i. Modeles 2D

Les modeéles cutanés in vitro sont généralement des modeles de culture monocouche en 2D,
contenants seulement un type cellulaire en monocouche. Certains modeéles plus complexes
contiennent deux types cellulaires en coculture (généralement kératinocytes et fibroblastes). Une
partie de ces modeles ont été validés pour I'étude de la corrosion cutanée et pour les tests dirritabilité
(OCDE test n°404), mais aucun n’est capable de reproduire la complexité de la peau humaine native,
notamment a cause du manque d’organisation tridimensionnel et des annexes cutanées. En outre, les
cultures cellulaires 2D perdent un certain nombre de signaux mécaniques et biophysiques, la
communication intercellulaire aussi bien que I'architecture du tissu dont ils sont issus. L’utilisation de
cellules immortalisées peut également impacter les processus cellulaires, comme la différenciation

chez les kératinocytes par exemple 78,

i. L'ingénierie tissulaire

L'ingénierie tissulaire peut en partie répondre aux problématiques posées par les modéles 2D, en
proposant des modeles complexes capables de restaurer, de maintenir ou d'améliorer des tissus
endommagés ou des organes, mais également d’obtenir des modeéles in vitro plus représentatifs des
conditions physiologiques ou pathologiques #. Les approches actuelles en ingénierie tissulaire sont

principalement représentées par trois stratégies :

e La bio-impression, que I'on ne détaillera pas dans ce manuscrit,

e L'approche « Scaffold-based » qui utilise un support permettant I'ancrage des cellules et leur
prolifération jusqu’a la formation de tissu 3D. Cette approche présente I'avantage de varier les
matériaux utilisés dépendamment des propriétés souhaitées pour, par exemple, faire
correspondre le profil de dégradation du support a la formation de I'ECM de novo par les
cellules, et fournir un environnement biomimétique pour les cellules tout en contrdlant les
propriétés mécaniques et la libération de facteurs de croissance et de différenciation. Ce
support peut étre synthétique ou issu de la décellularisation d’organes . Cependant, quelques
inconvénients de cette approche sont des densités d’ensemencement peu homogeénes, et le
fait que le support peut géner la mise en place et le remodelage du tissu et altérer la
morphologie et la mécano-transduction dans les cellules. En outre, dans le contexte
d’utilisation clinique cette approche présente un risque de toxicité et d’immunogénicité .

e L’approche « Scaffold-free », sans support, qui est basée sur Iutilisation de feuillets de cellules

ou de sphéroides comme éléments de base de construction. Elle repose sur la capacité
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inhérente de ces éléments de base a fusionner et a former des structures plus grandes. En
raison de la densité d’ensemencement cellulaire initiale élevée, la prolifération et la migration
des cellules ne sont pas des facteurs décisifs contrairement a I'approche avec support. Cette
approche est trés avantageuse, car elle permet de reconstruire des tissus complexes en
assemblant des éléments de base hétérogenes constitués de différents types cellulaires et elle
est compatible avec l'utilisation clinique. La principale limite réside dans les propriétés
mécaniques parfois moins performantes et un temps d'immobilisation nécessaire au dépot de
MEC et a la fusion des éléments constitutifs &. L’auto-assemblage utilise cette approche pour

reconstruire in vitro du tissu cutané notamment.

iii. L'auto-assemblage

La méthode d’auto-assemblage repose sur la culture des cellules en présence d’acide ascorbique
(Vitamine C) %, de cuivre ¥ ou d’acide lysophosphatidique ® dans le but de stimuler leur capacité a
produire et organiser de la matrice extracellulaire autour d’elles. Cette technique permet de produire

89-91 Par

in vitro une peau reconstruite humaine possédant un derme et un épiderme stratifié
exemple, I'acide ascorbique est un cofacteur des lysyl-hydroxylases et des prolyl-hydroxylases, des
enzymes qui catalysent I’hydroxylation de la lysine et de la proline. Ces hydroxylases sont essentielles
a I'lassemblage intracellulaire de la triple hélice de collagene. Outre les effets de I'acide ascorbique sur
la stabilisation et I'organisation des fibres de collagénes, des études ont rapporté que celui-ci pouvait
augmenter significativement la sécrétion de collagéenes avec des effets directs sur I'expression des
génes codants le collagéne I, et une stabilisation de '’ARNm correspondant °2. Ces différents
mécanismes participent donc a augmenter la synthése et la maturation de collagénes par les cellules
et par conséquent de la matrice extracellulaire elle-méme. De ce constat émerge le protocole de
culture de substitut cutané par la technique d’auto-assemblage dont I'unité de base de ce processus
est le feuillet dermique résultant de la culture en monocouche de fibroblastes dermiques pendant 4
semaines en présence d’acide ascorbique. Grace a I'ajout d’acide ascorbique, ces fibroblastes
dermiques synthétisent et organisent une quantité suffisante de MEC pour obtenir des substituts
dermiques, ou feuillets, qui peuvent alors étre empilés pour former un tissu plus épais. Les feuillets
individuels vont en effet rapidement fusionner ce qui permet d’obtenir un derme reconstruit plus
épais. Sur le feuillet supérieur peuvent étre ensemencés des kératinocytes. La culture de cet
assemblage a l'interface air-liquide assure la différenciation terminale des kératinocytes. Ainsi est
produit un substitut cutané composé d’un derme et d’un épiderme stratifié représentatif d’un tissu

natif >3 (Figure 14).
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Peau humaine native Substitut de peau humaine

Figure 14 : Coloration histologique au trichrome de Masson d’une peau humaine native et d’un substitut cutané humain
reconstruit par auto-assemblage (L. Gibot)

iv.  Avantages et limites du modele auto-assemblé

Cette méthode permet la production d'un substitut cutané entiérement autologue et ne nécessitant
|'usage d'aucun biomatériau exogeéne synthétique ou naturel pour assurer son organisation
tridimensionnelle. Cela garantit une compatibilité totale du tissu lors de la greffe dans une perspective
clinique. Les kératinocytes et les fibroblastes de ces substituts peuvent étre extraits a partir d’'une seule
biopsie de peau du patient ce qui représente un acte minime d’un point de vue clinique, mais qui
permet la reconstruction d’une peau parfaitement autologue qui améliore la qualité de vie du patient.
En effet, cela signifie un arrét total du traitement antirejet qui accompagne usuellement les patients
receveurs de greffes non autologues, traitement qui présente des effets secondaires déléteres a long
terme : risque d’infection accru, hypersensibilité, diabéte, retard de croissance et apparition de
cancers de la peau %*. En outre, les substituts cutanés sont aussi un excellent modeéle pour la recherche
fondamentale et les tests toxicologiques en remplacement des modéles animaux et des modeéles 2D.
Quelques avantages de I'utilisation de ce modeéle en recherche sont des co(ts matériels et logistiques
réduits en comparaison avec les approches in vivo, une bonne reproductibilité, la possibilité de générer
des modeéles génétiquement modifiés (dermatite atopique, psoriasis...) et la complexification du
modele par I'ajout de plusieurs types cellulaires et d’annexes cutanées. De plus, aisément manipulable
il est un bon outil pour réaliser des études d’imagerie et de mécanique. Les limites résident
essentiellement dans un temps de production relativement long (de 4 semaines pour un substitut
dermique a 6 semaines pour un substitut cutané), une épaisseur du tissu limité (de 30 a 50 um pour
un substitut dermique agé de 4 semaines) qui résulte en de moins bonnes propriétés mécaniques

gu’un tissu natif.
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II. Objectifs scientifiques

Nous avons vu dans l'introduction que la peau est une cible préférentielle pour I'application clinique
de I'électroporation et que les cellules cutanées sont naturellement électrosensibles, en raison de

|'existence d'un potentiel électrique transépithélial endogene.

L'hypothese de ce projet de thése est que le champ électrique seul, appliqué lors de
I’électrochimiothérapie (ECT) et de I"électrotransfert de gene (GET), peut affecter le comportement
des cellules cutanées en stimulant la migration et la différenciation, modulant le remodelage de la
matrice extracellulaire et promouvant I'angiogenese. Cette hypothése est supportée par différents
travaux dans la littérature. En effet, les cliniciens observent une cicatrisation esthétique et
fonctionnelle des sites traités par électrochimiothérapie, ce que les patients eux-mémes ont
confirmé®. De plus, dans le contexte de I'électrotransfert de géne, Lee et ses collaborateurs ont
démontré que le champ électrique de type GET appliqué seul, sans transfert de géne thérapeutique,
améliorait de maniére significative la fermeture des plaies diabétiques chez la souris . Ainsi, les
objectifs sont de comprendre, visualiser et quantifier les réponses des cellules cutanées humaines a la
suite de I'application d’un champ électrique externe de type électroporation. Pour répondre a notre
hypothese, nous avons découpé ce travail en 4 axes, faisant appel a des modeéles de plus en plus

complexes :

Axe 1: Etude de I'effet des champs de type électroporation sur la prolifération et la migration des

cellules cutanées en monocouche.

Axe 2 : Etude de I'effet des champs de type électroporation sur le remodelage matriciel dans des

substituts de derme humain reconstruits par ingénierie tissulaire.

Axe 3 : Etude du potentiel pro-angiogénique des champs de type électroporation dans des substituts

dermiques microvascularisés.

Axe 4 : Etude de I'effet des champs de type électroporation sur un modéle de plaie dans un substitut

cutané.
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IIl. Matériels et méthodes
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Matériels et Méthodes

Culture cellulaire
Les fibroblastes dermiques et les kératinocytes humains primaires ont été isolés enzymatiquement
a partir d'une biopsie cutanée (posthectomie d’un enfant de 3 ans) fournie par Icelltis (Toulouse,

France) comme décrit précédemment %.

Les fibroblastes ont ensuite été cultivés a une densité de 500 000 ¢ / 75 cm? dans un milieu
Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM) GlutaMAX (Gibco, #10569010) contenant 4.5g/L de D-
glucose et 110 mg/L de sodium pyruvate, complémenté avec 1% de Pénicilline/Streptomycine 10,000

U/mL (Gibco, #15140122) et 10% de sérum de veau foetal (Gibco, #10270106).

Les kératinocytes ont été cultivés a une densité de 1 Million ¢ / 75 cm? dans un milieu Dermalife
K complete kit (Lifeline, #LL-0007) supplémenté avec 5 pg/ml rh Insulin LifeFactor, 6 mM L-glutamine
LifeFactor, 1 uM Epinephrine LifeFactor, 5 pg/ml Apo-Transferrin LifeFactor, 0,5 ng/ml rh TGF-a
LifeFactor, 0,4 % Extract P™ LifeFactor, 100 ng/ml Hydrocortisone Hemisuccinate LifeFactor, 1% de

Pénicilline/Streptomycine 10,000 U/mL (Gibco, #15140122).

Les HUVEC-GFP+ ont été gracieusement fournies par le Dr Walid Rachidi du CEA de Grenoble puis
cultivées dans des flasques gélatinées (0,2% de gélatine) a une densité de 500 000 ¢ / 75 cm? dans un
milieu EBM-2 (Lonza, #CC-3162) complémenté pour 500ml avec SingleQuots™ Supplement Pack
(Lonza, CC-4176) soit 200uL Hydrocortisone, 2mL hFGF-B, S00uL VEFG, 500pL R3-IGF-1, 500uL hEGF,
500uL GA-1000, 500ul Heparin et 2% de sérum de veau foetal. 1% de Pénicilline/Streptomycine 10,000
U/mL (Gibco, #15140122) ont également été ajoutés.

Toutes les cellules ont été cultivées a 37°C dans un incubateur a 5% de CO; et les milieux ont été
renouvelés 3 fois par semaine. L'absence de mycoplasmes a été régulierement vérifiée en utilisant le

kit de détection MycoAlert (Lonza #LT07-318).

Substitut dermique humain reconstruit par ingénierie tissulaire

Des substituts dermiques ont été générés suivant I'approche d'auto-assemblage précédemment
décrite 9%, Des ancrages (anneaux) en papier-filtre Whatman n°4 (Whatman™, #1004150) ont été
préalablement découpés pour s’adapter aux dimensions internes des puits d’'une plaque 24 puits
(Falcon #353047), autoclavés et disposés au fond de chacun d’eux. Les ancrages ont été lavés au DPBS
calcium +/magnésium+ (Gibco, #14040091) afin d’éliminer les fibres de papiers. L’ancrage permet
d’une part d’éviter la contraction du feuillet dermique par les fibroblastes et ainsi qu’une manipulation
simplifiée de ceux-ci. Les fibroblastes dermiques humains primaires ont été ensemencés dans des
plaques 24 puits contenant les ancrages, a une densité de 30 000¢ /cm?. Les cellules ont ainsi été

cultivées pendant 4 semaines dans du DMEM complet supplémenté de 50 pg/mL d'acide ascorbique
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(Sigma #A4034, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Le milieu a été renouvelé 3 fois par semaine. Les
expériences ont ensuite été réalisées sur des feuillets dermiques agés de 4 semaines, contenant en

moyenne 107 790 £ 13 266 fibroblastes dermiques (n=6) (Figure 15A).

Substitut dermique micro-vascularisé

Pour réaliser des substituts dermiques micro-vascularisés, des substituts dermiques ont été générés
comme décrit ci-dessus pendant 3 semaines, puis des HUVEC-GFP+ ont été ensemencées sur ceux-ci a
une densité de 13 000 ¢ / puits et cultivés une semaine dans du milieu composé de 50% de DMEM
GlutaMAX complet et de 50% de milieu EBM-2 complet, supplémenté de 50 ug/mL d'acide ascorbique.

Au bout de 7 jours, un réseau capillaire complet est formé sur le dessus du feuillet (Figure 15B).

Substitut cutané

Pour produire des substituts cutanés (Figure 15), des substituts dermiques ont été générés comme
décrit ci-dessus puis des kératinocytes ont été ensemencés a une densité de 200 000 ¢ / puits sur 1/3
des feuillets dermiques et cultivés pendant 48h dans du milieu de prolifération Dermalife K complet
(Lifeline, #LL-0007). Deux substituts dermiques et un substitut avec kératinocytes ont ensuite été
empilés puis placés en culture a I'interface air-liquide pendant 12 jours dans un milieu contenant 1/4
de Ham’s F-12 (Gibco, #11765054) et 3/4 de DMEM GlutaMAX complet supplémenté avec 0,4 ug/ml
d’Hydrocortisone (Sigma, #H0888-1G), 5ug/ml d’Insuline (Sigma, #L6634-250 MG) et 10'1° M de toxine

de Choléra (Sigma, #C8052-0.5MG). Cette étape permet la différenciation terminale des kératinocytes.

Substitut cutané blesseé

Pour produire des substituts cutanés blessés (Figure 15C), des substituts cutanés ont d’abord été
générés comme décrit ci-dessus. Au bout de 12 jours ils ont été punchés a I'aide de punchs a biopsies
de 4mm (Kai medical, #L.CH-PUK-40, Seki, Japan) puis superposés sur 3 feuillets dermiques dgés de 4
semaines. Ces feuillets serviront de support de migration aux kératinocytes. Le substitut cutané blessé
est alors replacé a l'interface air/liquide dans un milieu contenant 1/4 de Ham’s F-12 (Gibco,
#11765054) et 3/4 de DMEM GlutaMAX complet supplémenté avec 0,4 pug/ml d’Hydrocortisone
(Sigma, #H0888-1G), 5ug/ml d’Insuline (Sigma, #L6634-250 MG) et 10'1° M de toxine de Choléra (Sigma,
#C8052-0.5MG). 24h apres les punchs, les substituts ont été électroporés par ECT (1300 V/cm, 100 ps,
1Hz, x8) puis replacés a I'air/liquide jusqu’a fermeture de la plaie. Les substituts blessés ont été
photographiés a I'aide d’un Olympus SZ-31MR jusqu’a fermeture de la plaie. Les plaies ont ensuite été

mesurées au cours du temps sur le logiciel Imagel.

34



Matériels et Méthodes

A
2 "
Matrice extracellulaire !
= — 3=
Acnde L-ascorbique o és
Fibroblastes dermiques 4 semaines . .
Substitut dermique Vue macroscopique d’un
substitut dermique avec
ancrage en papier
B
3 semaines
4 2
® N
ot —_
§ / 1 semaine
HUVEC GFP+ Substitut dermique micro-vascularisé
C Kératinocytes
0
Superposition Fusion et
des feuillets différenciation
\ Interface
. airfliquide
—) —
12 Jours
/ Substitut cutané
derme + épiderme
Feuillets dermiques (4 semaines)
avec ancrage en papier

D Superposition sur

feuillets de migration ) L
Fusion etmigration

(fermeture de la plaie)
Punch | )
20— (S - =

Substitut cutané Substitut punché

Figure 15: Protocole de culture des substituts dermiques (A) dermiques micro-vascularisés (B) cutanés (C) cutanés blessés (D)
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Application de champs électriques pulsés

Milieu de pulsation

Le tampon de pulsation a été fabriqué a partir de 8,1 mM d’hydrogénophosphate de dipotassium
KaHPO,4 (Sigma, #P82581), 1,9 mM de dihydrogénophosphate de potassium KH,PO4 (Sigma, #P5655), 1
mM de chlorure de magnésium hexahydrate MgCl,/6H,0 (Sigma, #M2670) et de 250 mM de
saccharose Ci;H3;0 (Sigma, #51888) dilués dans de I'eau MilliQ et filtré a 0,22um. Un pH et une
osmolarité physiologiques ainsi qu’une conductivité faible autour de 1,6 mS/cm sont respectés afin de

limiter I’effet Joule qui se produit lors du passage du courant électrique.

Tableau 1 : Parametres des champs électriques appliqués en électrochimiothérapie (ECT) et électrotransfert de gene (GET)
sur les modeéles 2D (monocouches) et 3D (feuillets).

Type de champs ECT GET

Modeles 2D 3D 3D Plaie 2D 3D

Nombre d’impulsions 8 10

Durée impulsions 100us 5ms
Fréquence 1Hz 1Hz

L, 200 a 1000 1300 | 50a 300 600

Intensite
800 V/cm | V/cm V/cm V/cm V/cm

Sur les modeles en monocouche

Les cellules ont été cultivées soit sur des lamelles en verre rondes de 1 cm, préalablement recouvertes
de gélatine 0,2%, soit dans une plaque 96 puits 24h avant les expériences. Le milieu de culture cellulaire
a été retiré et remplacé par 100uL/ lamelle ou 50uL/puits de tampon de pulsation. Deux électrodes
inoxydables, plates et paralléles espacées de 1cm (Megastil, Ljubljana, Slovénie) pour les lamelles ou
de 0,35 cm (Megastil, Ljubljana, Slovénie) pour les plaques 96 puits ont été appliquées sur les cellules.
Des champs électriques aux parametres définis dans le tableau (Tableau 1) ont été délivrés a
température ambiante par un générateur Electro cell S20 (LeroyBiotech, Saint Orens de Gameville,
France). Apres I'application des champs électriques, le tampon de pulsation a été retiré et remplacé

par du milieu de culture cellulaire frais.

Une gamme plus large d’intensité a été appliquée lors des expériences du chapitre IV.1 afin de mieux
imiter la distribution hétérogéne du champ électrique qui se produit dans les tissus natifs tels que la

peau lorsqu'ils sont soumis a |'électroporation (ECT : 200 a 800 V/cm ; GET : 50 a 300 V/cm).
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Sur les feuillets

Deux électrodes en acier inoxydable, plates et paralléles d’'un centimétre de long et espacées de 0,8cm

(Megastil, Ljubljana, Slovénie) ont été placées sur le dessus d'un feuillet et immergées dans 100ul de

tampon de pulsation (Figure 16). Un pulsateur Electro cell S20 a été utilisé pour délivrer des impulsions

électriques carrées calibrées a température ambiante aux parametres définis dans le tableau (Tableau

1). Les feuillets contrbles ont également été disposés sur une boite de Pétri en présence du tampon de

pulsation et des électrodes sans application du champ électrique.

A
B Electrotransfert de genes (GET)
Tek  JL .S(op* M Pos: ~100.08 Tek . e M Pos: 44805
]
]
[Coarse]
L L2 L R BT

Electrochimiothérapie (ECT)

Tek JL % M Pos: 20005
o b P |
//»-
@ or
[ T

Figure 16 : Dispositif d’électroporation des feuillets. A. Générateur electrocell S20, électrodes en position d’électroporation

d’un feuillet dermique, vue macroscopique d’un feuillet dermique Ggé de 4 semaines entouré d’un ancrage en papier. B. Profils

des parameétres électriques appliqués en électrotransfert de géne (GET) et électrochimiothérapie (ECT) extraits avec un

oscilloscope.
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Détermination de la perméabilité membranaire

Par dosage de la fuite d ATP

L'électroperméabilisation cellulaire a été évaluée par quantification de la fuite d'ATP dans le milieu
extracellulaire apres I'électroporation. 10 minutes apres I'application des champs électriques, 40uL de
surnageant ont été placés dans une plaque 96 puits blanche et complétés avec 40ul de réactif CellTiter-
Glo (Promega, #G7570), incubés pendant 5 minutes a température ambiante puis le signal de

luminescence a été lu sur un lecteur de plaque (Clariostar, BMGLabtech).
Parp énétration d’iodure de propidium

L'électroperméabilisation a été détectée par ajout de 100uM d’iodure de propidium (Sigma #P4170)
dans le tampon de pulsation pendant I'application des impulsions électriques. Le Pl est un intercalant
de I’ADN non perméant qui pénétre dans les cellules uniquement lorsque I'intégrité membranaire n’est
plus assurée (mort cellulaire ou défauts membranaires) et devient hautement fluorescent lorsqu’il

s’intercale dans I’ADN.

Cytométrie en flux sur les cellules en suspension : |'électroperméabilisation a été évaluée par
cytométrie en flux grace au suivi de la pénétration d'iodure de propidium. Immédiatement aprés les
pulses, les cellules ont été lavées deux fois au PBS puis trypsinées, centrifugées et mises en suspension
dans du PBS, placées sur glace et analysées par cytométrie en flux (cytometre FACSCalibur, BD
Bioscience). Pour faire la distinction entre I'électroporation réversible et irréversible dans le chapitre
IV.1, 30 minutes apreés I'électroporation, les cellules ont été incubées pendant 5 minutes avec 100uM
d'iodure de propidium, lavées, trypsinées et analysées par cytométrie en flux. Ces 30 minutes

permettent aux cellules de retrouver leur intégrité membranaire.

Microscopie a fluorescence sur monocouches : [|'électroperméabilisation a été détectée par
microscopie a fluorescence sur les cellules en monocouches marquées a I'iodure de propidium. Le
marquage nucléaire complémentaire a été réalisé par ajout de 1 %o de Hoechst 33342 (Sigma #B2261)
dans le tampon de pulsation pendant I'application des impulsions électriques. Les images ont été

analysées avec le logiciel Fiji (NIH, Bethesda, USA).(Figure 17).
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Figure 17 : Electroperméabilisation efficace et transitoire des fibroblastes en monocouche. Intégrité de la membrane
plasmique évaluée par la pénétration d'iodure de propidium (rouge) pendant I'électroporation (GET : 10 impulsions, 5 ms, 1Hz,
200V/cm ; ECT : 8 impulsions, 100 us, 1Hz, 600 V//cm) (panel du haut) ou 30 minutes aprés (panel du bas). Les noyaux sont

marqués au Hoeschst (bleu). Barre d'échelle 200 um.

Détermination de la viabilité cellulaire

Activité métabolique

La viabilité cellulaire a été déterminée via la quantification de l'activité métabolique 24h apres
I’application du champ électrique par incubation 30min a 37°C en présence de PrestoBlue® (Invitrogen
#A13262) conformément aux instructions du fabricant. L’absorbance a été lue sur un lecteur de

plaques Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA).

Test de clonogénie

Les cellules cultivées sur une lamelle ont été électroporées puis incubées pendant 1h a 37 °C pour
laisser le temps a la membrane de regagner son intégrité. Ensuite, les cellules ont été trypsinées,
comptées et 250 cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits puis placées dans l'incubateur.
7 jours aprés I'ensemencement, les cellules ont été lavées et colorées avec du cristal violet (Sigma,

#C6158) afin de visualiser et de compter manuellement les colonies de cellules.

Quanti fication de |~ ATP intracell ulaire dans | e
Les feuillets ont été punchés (diametre 8mm) puis digérés dans 40uL de PBS et 40ul de réactif CellTiter-

Glo 3D (Promega, #G9681) pendant 30min sous forte agitation. 50ul de surnageant ont ensuite été
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prélevés et transférés dans une plaque 96 puits blanche. Le signal de luminescence a été lu sur un
lecteur de plaques Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA).

Apoptose

L'apoptose a été quantifiée dans les fibroblastes par vidéomicroscopie grace au réactif IncuCyte®
Caspase-3/7 Green Apoptosis Assay (dilué 1/1000) (Sartorius, #4440), couplé au réactif Nuclight Red
(dilué 1/1000) (Sartorius, #4717) pour quantifier le nombre de noyaux par image, et dans les HUVECs
par addition du réactif IncuCyte® Annexin V red (dilué 1/1000) (Sartorius, #4641) selon les protocoles
du fabricant. Les images ont été obtenues a 10x avec un systéme d'analyse de cellules vivantes

IncuCyte ZOOM (Sartorius) et analysées par le logiciel associé.

Synchronisation des cellules

Afin d'évaluer uniquement la migration pendant les premieres 24 heures du test de fermeture de la
plaie, la prolifération a d( étre inhibée. A cette fin, une approche de privation de sérum pendant la
nuit a été utilisée comme moyen biologique pour synchroniser les fibroblastes . La distribution des
cellules par phase du cycle cellulaire a été vérifiée par cytométrie en flux sur le FACSCalibur (BD

Bioscience). La distribution du cycle cellulaire a été analysée a I'aide du logiciel Modfit.

Test de fermeture de la plaie par vidéomicroscopie.

25 000 fibroblastes, 80 000 kératinocytes ou 70 000 HUVECs ont été ensemencés puis cultivés jusqu’a
post-confluence dans des plaques 96 puits Imagelock (Sartorius, #4379). Un outil nommé
WoundMaker (Sartorius, #4493) a été utilisé pour réaliser des plaies de taille calibrée. Les cellules
flottantes ont été retirées, le milieu de culture retiré et remplacé par du tampon de pulsation, avant
application des champs électriques. Les électrodes ont été placées paralléelement a la plaie, la cathode
et I'anode étant toujours du méme coté de la plaie. Apres avoir remplacé le tampon de pulsation par
du milieu de culture, les plaques ont été placées dans I'IncuCyte ZOOM (Sartorius) et des images ont
été prises au 10x toutes les heures pendant plusieurs jours, puis analysées avec le logiciel associé. Pour
les mesures de galvanotaxie des fibroblastes, la zone colonisée par les cellules de chaque c6té de la

plaie a été quantifiée sur le logiciel Fiji (NIH).

- Milieu conditionné sur monocouches de fibroblastes (IV.1)
100ul de milieu de culture cellulaire conditionné ont été récoltés 24h aprées I'application de champ
électrique sur une monocouche de fibroblastes et immédiatement placé sur une monocouche de

fibroblastes dermiques fraichement synchronisés et blessés.
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- Milieu conditionné sur monocouches d’HUVEC (IV.1)
50ul de milieu de culture cellulaire conditionné ont été récoltés 24h apres |'application de champ
électrique sur des substituts dermiques et immédiatement placés sur une monocouche d’"HUVEC

blessée puis complétés avec 50ul de milieu frais.

Quantification de la prolifération cellulaire par vidéomicroscopie

5 000 fibroblastes dermiques ont été ensemencés en monocouche dans des plaques 96 puits, une
densité qui correspond approximativement a une confluence de 30%. Apres avoir été soumis a un
champ électrique, les cellules ont été cultivées dans 200 pL de milieu de culture complet complété
avec 1/1000 de réactif Nuclight Red (Sartorius, #4717) et placées dans I'IncuCyte ZOOM (Sartorius).
Les photos ont été prises toutes les heures pendant au moins 72 heures sous un objectif 10x et

analysées avec le logiciel associé.

Caractérisation mitochondriale par vidéomicroscopie

L'intégrité du potentiel de membrane mitochondrial a été évaluée par ajout de 1/000 de réactif
MitoView 633 a une culture de fibroblastes en monocouche (Biotium, #8T70055) selon le protocole du
fabricant. La fluorescence a été mesurée dans le vidéomicroscope IncuCyte ZOOM (Sartorius) et
analysée avec le logiciel associé. Le stress oxydatif mitochondrial généré par I'électroporation a été
évalué grace a l'indicateur MitoSOX Red Mitochondrial SuperOxide (ThermoFisher Scientific,
#M36008) selon le protocole du fabricant et la fluorescence a été observée pendant 12h apres le

traitement.

PCR Array Human Wound Healing kit

Trois conditions ont été analysées 4h apres I'application du champ électrique sur des monocouches de
fibroblastes : Contréle (n = 3), ECT a 600 V/cm (n = 3) et GET a 200 V/cm (n = 2). Les ARNSs totaux des
fibroblastes cultivés sur 6 lamelles en verre pour chaque condition ont été isolés en utilisant le kit
RNeasy MicroKit (Qiagen, #74004) selon les instructions du fabricant. La qualité et la quantité d'ARNs
isolés ont été vérifiées sur un Nanodrop 2000 (ThermoFisher) et les ARNs ont ensuite été stockés a -
80°C jusqu'a utilisation. La transcription inverse a été réalisée sur 500ng d’ARN avec le kit RT? First
Strand (Qiagen, #330401) selon le protocole du fabricant. Les ADNc obtenus ont été directement
soumis a une gPCR en utilisant le kit RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, #330500) et le kit RT?
Profiler PCR Array Human Wound Healing kit (Qiagen # PAHS-121Z7) dédié au panel des génes clés de
la cicatrisation (Tableau 2), strictement selon le protocole du fabricant. La plaque 96 puits a été traitée
dans un systéme de détection par PCR en temps réel CFX96 CFX (BioRad). Les données ont été
analysées grace a la fiche technique proposée par Qiagen pour ce panel de génes. Des transcrits

d'actine, de béta-2-microglobuline, de GAPDH, d'hypoxanthine phosphoribosyltransférase 1 (HPRT1),

41



Matériels et Méthodes

de la protéine ribosomale PO (RPLPO) ont été utilisés pour la normalisation. La HeatMap a été réalisée

sur GraphPad Prism 8.

Tableau 2 : Liste des genes contenus dans le PCR Array Human Wound Healing kit

Liste des génes

ACTA2 COL4A3 CXCL11 HGF ITGA4 MMP2 SERPINE1
ACTC1 COL5A1 CXCL2 IFNG ITGAS MMP7 STAT3
ANGPT1 COL5A2 CXCL5 IGF1 ITGAG MMP9 TAGLN

CCL2 COL5A3 EGF IL10 ITGAV PDGFA TGFA

CCL7 CSF2 EGFR IL1B ITGB1 PLAT TGFB1
CD40LG CSF3 F13A1 L2 ITGB3 PLAU TGFBR3

CDH1 CTGF F3 IL4 ITGB5 PLAUR TIMP1
COL14A1 CTNNB1 FGA IL6 ITGB6 PLG TNF
COL1Al1 CTSG FGF10 IL6ST MAPK1 PTEN VEGFA
COL1A2 CTSK FGF2 ITGAl MAPK3 PTGS2 VTN
COL3A1 CTSL2 FGF7 ITGA2 MIF RAC1 WISP1
COL4Al1 CXCL1 HBEGF ITGA3 MMP1 RHOA WNT5A

Microscopie électronique a transmission (MET)

Les substituts dermiques entiers ont été fixés pendant 4h a 4°C dans 2% de glutaraldéhyde dans du
tampon phosphate Sorensen 0,1 M (pH 7,4). lls ont été lavés pendant une nuit dans du tampon
phosphate 0,2 M, puis post-fixés pendant 1h a température ambiante en présence de 1% de tétroxyde
d'osmium (0s04) dans un tampon phosphate/saccharose (0,05 M/250 mM pH 7,4). Les échantillons
ont ensuite été déshydratés parimmersion dans des solutions d'éthanol a degré croissant. Les feuillets
ont été séparés de leurs ancrages en papier puis découpés en tranches. Celles-ci ont ensuite été
imprégnées dans une résine d’inclusion Epon-araldite (Embed 812-Araldite 502). Enfin, des coupes
ultra-fines obtenues par ultramicrotomie ont été déposées sur une grille en cuivre et contrastées avec
de l'acétate d'uranyle. Les observations au microscope électronique a transmission ont été réalisées
sur la plateforme d'imagerie du Centre de microscopie électronique appliquée a la biologie (CMEAB),
une plateforme du TRI (Toulouse Réseau Imagerie) a l'aide d’un microscope électronique a

transmission Hitachi HT7700.

Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les substituts dermiques entiers ont été fixés pendant 4h a 4°C dans 2% de glutaraldéhyde dans du
tampon phosphate Sorensen 0,1 M (pH 7,4). Les échantillons ont ensuite été déshydratés par
immersion dans des solutions d'éthanol a degré croissant puis séchés par séchage en point critique
avec l'automate Leica EMSCOPE CPD 300. L’alcool absolu est remplacé par du CO2 liquide qui sera
éliminé par transition au point super critique (31,1°C ; 73,8 bars). La surface des échantillons a été
métallisée par une couche de 4 a 10 nm de platine avec un évaporateur (Leica EMSCOPE MEDO020)

avant observation. Les observations au microscope électronique a balayage ont été réalisées sur la
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plateforme d'imagerie du Centre de microscopie électronique appliquée a la biologie (CMEAB), une
plateforme du TRI (Toulouse Réseau Imagerie) a I'aide d’un microscope électronique a balayage FEG

FEI Quanta 250.

Pour les expériences de microscopies électroniques, toutes les étapes de préparation de I’échantillon

hormis la fixation ont été réalisées par Isabelle Fourquaux sur la plateforme du CMEAB.

Focused lon Beam (FIB)
Les substituts dermiques entiers ont été fixés et préparés par Bruno Payré sur la plateforme du CMEAB,
puis imagés par un microscope MEB/FIB FEI HELIOS 600i au centre de microcaractérisation Raimond

Castaing grace a |'expertise de Mme Claudie Josse.

Génération de seconde harmonique (SHG)

Les collagénes fibrillaires organisés ont été imagés par génération de second harmonique (SHG) a l'aide
d'un microscope multiphotonique droit LSM 7MP (Carl Zeiss SAS, Jena, Allemagne), équipé d'un
objectif a immersion X20 (NA 0,95) et couplé a un laser Ti-Sapphire, Chameleon Ultra 2 (Coherent Inc).
La longueur d’onde d’excitation a été fixée a 800 nm et la longueur d'onde d’émission a 400 nm. Les
filtres utilisés sont les suivants : SHG, filtre d'émission LP 430 (BP 390-410 nm); Hoechst, filtre
d’émission 495 (BP 435-485); Dch 690. La profondeur d’acquisition en Z a été fixée selon chaque
échantillon de maniére a imager I'épaisseur totale du feuillet et des Z-stacks tridimensionnels de 425

x 425 um ont été obtenus.

Activité des métalloprotéases matricielles

La détermination de l'activité totale des métalloprotéases présentes dans le surnageant été effectuée
a l'aide d'un kit SensolLyte™ 520 Generic MMP Assay Kit (Anaspec #AS-71158) conformément aux
recommandations du fabriquant. Les MMPs sont sécrétées sous forme de pro-MMP puis activées dans
le milieu extracellulaire par protéolyse en conditions in vivo. Pour la majeure partie des analyses, les
pro-MMPs n’ont pas été chimiquement activées. Dans le cas contraire, les pro-MMP sécrétées dans le
surnageant ont été activées en présence de 1 mM d’aminophenylmercuricacetate pendant 3h a 37°C.
En outre, une partie de ces expériences ont été réalisées en présence d’un inhibiteur pharmacologique
des MMPs, le GM6001 (Sigma, #CC1010) a 100Mm ajouté au milieu de culture apreés les impulsions.
L'activité spécifique de certains types de MMPs a été analysée a l'aide de substrats commerciaux
conformément aux instructions du fabricant : MMP-2, -9 (Gelatin Degradation Assay Kit (#ab234057)),
MMP-3, -10 (R&D systems #ES002) et MMP-1, -2, -7,-8, -9, -12, -13, -14, -15, -16 (R&D systems #ES001).
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Dosage de I’hydroxyproline

La teneur relative en collagénes dans les substituts dermiques a été mesurée apres application des
impulsions électriques, via le dosage de I'hydroxyproline a I'aide du kit Hydroxyproline Assay Kit
conformément aux instructions du fabricant (Sigma #MAK008, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Pour rentrer dans la gamme de détection du kit, les feuillets ont été digérés dans 120 pl d’HCL/
feuillets. L'absorbance a été lue sur le lecteur de plaques Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA,
Winooski, VT, USA).

Dosage des glycosaminoglycanes sulfatés

La quantité de glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs) dans les substituts dermiques a été mesurée apres
application des champs électriques, a I’aide du kit Blyscan Glycosaminoglycan Assay Kit conformément
aux instructions du fabricant (Biocolor Ltd, #B1000). Le réactif d’extraction a été préparé en ajoutant
a 50 ml de PBS : 400 mg d’acétate de sodium (Fisher #8P2482-1), 200 mg d’EDTA (Prolab #27.652.298),
40 mg de cystéine HCI (Sigma #121800) et 250 ul d’'une suspension de papaine (Sigma #P3125)
contenant environ 5 mg de I'enzyme. L'absorbance a été lue sur le lecteur de plaques Synergy H1

(BioTek, Winooski, VT, USA, Winooski, VT, USA).

Tests ELISA

Des feuillets dermiques agés de 4 semaines ont été électroporés puis cultivés dans 600ul de milieu de
culture cellulaire dans des plaques 24 puits. Les surnageants ont ensuite été récoltés 6h, 24h et 48h
aprés électroporation et stockés a -80 °C pour étre utilisés dans un délai d'un mois. Les kits ELISA
suivants ont été utilisés strictement selon les protocoles du fabricant (Tableau 3): kit human Pro-
Collagen | alpha 1 DuoSet ELISA (R&D Systems, #DY008, Minneapolis, MN, USA), kit human TGF-B1
DuoSet ELISA (R&D systems, #DY007), human TIMP-3 (Elabscience, # E-EL-H1454, Houston, TX, USA),
human furin (RayBiotech, #ELH-Furin-1), human FGF-basic ELISA Kit (BioLegend, #434309), human
VEGF-A ELISA Kit (Sigma, #RAB0507) human MMP-1 (ELISA Genie, #HUFI00205), human MMP-2 (ELISA
Genie, #HUFI00017), human MMP-3 (ELISA Genie, #HUFI00208), human MMP-9 (ELISA Genie, #
HUFI00211), human PDGF-AA ELISA Kit (Sigma #RAB0394), Vplex angiogenesis PANEL 1 HUMAN kit
(Meso Scale Discovery, #K15190D, Rockville, MA, Etats-Unis) IL-4 et IL-13 étaient inclus dans le kit
humain V-PLEX Proinflammatory Panel 1 (Meso Scale Discovery, #K15049D). L'absorbance a été lue en
utilisant un lecteur de plaque Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA) ou Meso Scale QuickPlex SQ120
(MSD) pour les V-plex ELISA.
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Tableau 3 : Liste des kits ELISA et des dilutions utilisées

Nom du Kit Protéine cible Dilution utilisée

Human PDGF-AA ELISA Kit (Sigma-Aldrich #RAB0394) PDGFAA 0
Human Pro-Collagen | alpha 1 DuoSet ELISA (R&D systems DY008) COL1A1 1/5000
Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA (R&D systems DY007) TGF-p1 0
Human TIMP-3 (Elabscience E-EL-H1454) TIMP3 1/10
Human furin (ELH-Furin-1 RayBiotech) FURIN 0
Human VEGF-A ELISA Kit (RAB0507 Sigma-Aldrich) VEGFA 1/5
Human FGF-basic ELISA Kit (434309 BioLegend) FGF-b 0
Human MMP-1 ELISAKit (HUFIO0D205, ELISAgenie) MMP1 1/200
Human MMP 2 ELISA Kit (HUFI00017, ELISAGenie) MMP?2 0
Human MMP3 ELISA Kit (HUFI00208, ELISAGenie) MMP3 1/2000
Human MMP 9 ELISA Kit (HUFI00211, ELISAGenie) MMPS 0
\Vplex angiogenesis PANEL 1 HUMAN kit (K15190D, mesoscale) Multiplex 1/2
\Vplex pro-inflammatory PANEL 1 HUMAN kit (K15049D-1, mesoscale) Multiplex 1/2

Etude transcriptomique

L'expression des génes apres |'application des champs électriques sur des substituts dermiques a été
étudiée par transcriptomique grace a des puces Clariom S Affymetrix sur la plateforme Génome et
Transcriptome (GeT) de Genotoul (Toulouse, France). Les ARNs totaux ont préalablement été extraits
4h apres application des impulsions électriques sur des feuillets de fibroblastes grace au kit RNeasy
Mini (Qiagen74104) selon les recommandations du fabricant. L’extraction a été facilitée par |'utilisation
du Tissue Lyser Il (Qiagen) et de billes en acier inoxydable de 5mm de diamétre. Le rendement et
I'intégrité de I’ARN extrait ont été contrdlés a I'aide d’un Nanodrop ND-1000 et d’un Bioanalyzer 2100
Expert (Agilent). L'analyse a ensuite été réalisée avec le logiciel Affymetrix TAC (Transcriptome Analysis
Control software) et les parameétres d’analyse d'expression étaient : Changement de niveau
d’expression du géne <-2 ou > 2; FDR <0,05; Méthode ANOVA: ebayes. Les données transcriptomiques
décrites dans cette thése ont été déposées dans le Gene Expression Omnibus du NCBI *° et sont
accessibles via le numéro d'acces a la série GEO GSE180644

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE180644).

Immunomarquages

Des fibroblastes en monocouches ont été fixés au formaldéhyde 4% pendant 15min puis
immunomarqués contre I’a-SMA par des anticorps monoclonaux de souris conjugués Alexa Fluor 488
(Cell signaling, #46469). Les cellules positives ont été détectées au microscope a fluorescence (Zeiss)
et quantifiées a l'aide du logiciel Imagel. L'objectif était de quantifier le pourcentage de

myofibroblastes apres les impulsions.

Gels de collagene
Des gels de collagéne ont été préparés selon le protocole décrit par Donovan et al., 2013 1%, Des

plaques 24 puits ont préalablement été coatées avec 2% de sérum albumine bovine (BSA) dans du PBS
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(2 ml/ puits) et incubées a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, les puits ont été lavés trois fois avec
du PBS puis les gels de collagene préparés sur glace comme ceci : une part d’'HEPES 0.2M (pH 8), quatre
parts de collagéne (3mg/ml) (Sigma, #08-115) et cinqg parts de DMEM. Une suspension
cellule/collagéne a été préparée afin d’obtenir une concentration finale de 60 000 cellules/ml et de 1,2
mg/ml de collagéne. La suspension cellule/collagéne a été ajoutée aux puits (1ml/puits) et incubée a
37°C pour permettre au collagene de polymériser. Au bout d'une heure, 1ml de DMEM a été
additionné doucement dans chaque puits, ce qui entraine le détachement des gels du plastique.
Pendant 48h les gels ont été photographiés a I'aide d’'un Canon EOS 600D équipé d’un objectif fixe
100mm. Les gels ont ensuite été mesurés sur le logiciel Imagel afin de suivre leur contraction au cours
du temps. Dans le cas ou les gels ont été ensemencés avec des cellules pulsées, celles-ci ont été
électroporées avec les parametres GET ou ECT 4h30 avant leur inclusion dans le gel. L’objectif était de

quantifier les propriétés contractiles des cellules pulsées.

Mesure de la perte d'eau transépidermique (TEWL)

La perte d’eau transépidermique a été mesurée sur les substituts cutanés (blessés ou non) a I'aide du
VapoMeter® a chambre fermée (Delfin Technologies Ltd, Kuopio, Finland). Pour cela, les substituts
cutanés ont été retirés de I'interface air/liquide et placés a sécher dans une boite de Pétri sous PSM

pendant 10min avant la mesure.

NTA (Nanoparticle Tracking Analysis)

Les feuillets dermiques ont été électroporés puis cultivés 4h dans du milieu vierge sans phénol
Fluorobrite DMEM (ThermoFisher Scientific, #A1896701). Les milieux conditionnés sont alors prélevés
puis centrifugés a 1200 g pendant 4min afin d’éliminer les éventuels débris cellulaires. Les surnageants

ont ensuite été analysés par NTA (camera level 8, température ambiante).

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier - réflectance totale atténuée (IRTF-ATR)

Les spectres IRTF-ATR des feuillets dermiques pulsés ou non ont été réalisés a I'aide d'un Nicolet 5700
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) équipé d'un accessoire ATR (Smart Orbit avec un cristal
de diamant de type IIA, indice de réfraction 2,4), d’un séparateur de faisceau KBr et d’un détecteur
MCT / B. La profondeur de pénétration de I'onde évanescente dans les tissus biologiques a été estimée
entre 0,4 et 3,6 um. Des substituts dermiques hydratés ont été déposés sur le dispositif ATR et séchés
pendant 20 min a température ambiante avant l'acquisition spectrale. Le c6té milieu (face supérieure)
et le coté Pétri (face inférieure) ont été successivement placés sur le cristal pour acquérir le spectre de
chaque coOté. Les spectres ont été enregistrés sur la région de 4000-450 cm-1 avec une résolution
spectrale de 2 cm-1 et 32 accumulations. Le spectre de fond a été enregistré avant chaque expérience

et soustrait du spectre de I'échantillon. Les données ont été recueillies a I'aide d'Omnic 8.0
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(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ensuite, les spectres ont été corrigés de la ligne de base,
lissés (11 points Savitzky Golay) et normalisés a I'amide 1l (1540-1550 cm-1). Les spectres présentés
par groupe d'échantillons ont été calculés en faisant la moyenne des spectres de tous les échantillons
dans chaque groupe. Pour quantifier les différents composants biologiques, les aires des bandes
d'absorption spécifiques ont été calculées a partir du spectre individuel de chaque échantillon, et le
rapport approprié des aires a été utilisé selon les données de la littérature %212, Ces analyses ont été
réalisées par nos collaboratrices au CIRIMAT UMR5085 (Toulouse, France), Camille Ober, Jany

Danduran, et Valérie Samouillan.

Calorimétrie a balayage différentiel (DSC)

Des mesures DSC des feuillets dermiques hydratés électroporés ou non ont été effectuées avec un
calorimétre DSC Pyris (Perkin Elmer, Waltham, MA) en utilisant un plateau vide comme référence. Les
échantillons (10-30 mg en masse) ont été scellés dans des cassettes hermétiques en aluminium puis
soumis a un programme de température sous atmosphere d’hélium : un premier balayage de
refroidissement a été réalisé de 20°C a -100 °C a -10 °C min-1 suivi d'un balayage de chauffage de -100
a 85 °Ca 10 °C min-1. Une fois que les mesures DSC ont été effectuées, les cassettes ont été repesées
pour vérifier qu'elles avaient été correctement scellées. Les échantillons ont été percés et séchés a
masse constante a 105 °C pendant 14 h pour déterminer la masse séche de I'échantillon et par
différence la quantité totale d'eau dans les échantillons. Ces analyses ont été réalisées par nos
collaboratrices au CIRIMAT UMR5085 (Toulouse, France), Camille Ober, Jany Danduran, et Valérie

Samouillan.

Analyses statistiques

L'analyse des données a été réalisée en utilisant le programme GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA), les données sont représentées individuellement et les barres d’erreurs
représentent la moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne). Sauf indication contraire dans la
légende des figures, les analyses statistiques des données ont été effectuées par analyse des variances
unidirectionnelle (ANOVA) suivie du post-test de Dunnett pour comparer chaque condition de
traitement (GET et ECT) au contréle (0 V/cm). Les statistiques sont exprimées par rapport au contréle

ol ns: non significatif, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 et **** p <0,0001.
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1. Etude de I'effet des champs de type électroporation sur

la prolifération et la migration des cellules cutanées.

Ce chapitre est en partie adapté d’'un article publié dans la revue Bioelectrochemistry en ao(t 2020
intitulé « Electroporation does not affect human dermal fibroblast proliferation and migration
properties directly but indirectly via the secretome. » Gouarderes S, Doumard L, Vicendo P, Mingotaud

AF, Rols MP, Gibot L. Volume 134, 2020, 107531, doi: 10.1016/j.bioelechem.2020.107531. (Annexe 1)
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a. Résumé
Dans ce chapitre, nous avons émis I'hypothése que les parametres électriques de type ECT et GET
pourraient stimuler la migration et la prolifération des cellules cutanées et ainsi améliorer la qualité
de la cicatrisation aprés le traitement. Pour étudier cette hypothése, nous avons travaillé avec des
fibroblastes dermiques humains primaires cultivés en monocouche. Premiérement, les
caractéristiques classiques de |'électroperméabilisation cellulaire, de la viabilité et de la mort cellulaire
ont été évaluées apres exposition aux parametres électriques de type ECT et GET. Deuxiemement,
nous avons utilisé la vidéomicroscopie pour observer et quantifier en temps réel la prolifération et la

migration cellulaire.

L'hétérogénéité tissulaire (forme cellulaire, matrice extracellulaire ...) et l'augmentation de
conductivité électrique générée par I'électroporation induisent une non-uniformité de la distribution
du champ électrique dans la peau soumise aux impulsions. Par conséquent, les cellules situées entre
les électrodes ne subissent pas toutes la méme intensité de champ in vivo 1%, Dans cette étude,
nous avons donc décidé de scanner une large gamme d'intensité électrique, induisant divers degrés

d'électroperméabilisation cellulaire réversible, et de vérifier la prolifération des fibroblastes dermiques

ainsi que leurs propriétés de migration. L'effet indirect de I'électroporation sur la migration cellulaire
a été étudié en cultivant des fibroblastes dermiques non exposés dans un milieu de culture cellulaire
conditionné 24h par des fibroblastes électroporés. Un apercu de la procédure expérimentale est

présenté dans le schéma ci-dessous (Figure 18).

L'analyse de données obtenues dans ce chapitre indique que I'exposition directe des fibroblastes
dermiques humains aux champs de types électroporation ne modifie ni leur prolifération ni leurs
propriétés migratoires. D’autre part, bien que les paramétres électriques appliqués permettent 100%
d’électroperméabilisation réversible, une apoptose légére a modérée apparait dans environ 30% de la
population soumise aux champs électriques a I'intensité la plus élevée. Cette apoptose semble étre la
conséquence de la génération de stress mitochondrial. Fait intéressant, le sécrétome des cellules
apoptotiques améliore significativement la migration de fibroblastes humains non exposés au champ
électrique, vraisemblablement via une sécrétion accrue de facteurs de croissance des cellules
exposées. Ces résultats mettent en lumiere le réle de la communication cellules-cellules dans la

réponse a |I'électroporation.

Concernant l'autre type cellulaire prédominant dans la peau, a savoir les kératinocytes, des
expériences similaires réalisées par videomicroscopie, ont permis de constater que les propriétés
migratoires des kératinocytes humains n’étaient pas statistiquement affectées par I'application des

parametres électriques ECT et GET. Toutefois, I'observation des images obtenues nous a permis de
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voir que les kératinocytes avaient tendance a fusionner lorsqu’ils étaient soumis aux champs
électriques, en particulier lors du test de fermeture de la plaie qui nécessite la confluence de la
monocouche au moment de la plaie. Le phénomene d’électrofusion a déja été constaté apres
I’application de champs de types électroporation®>1%_ | 'électrofusion nécessitant un contact physique
étroit entre les cellules, la présence de jonctions cellulaires serrées pourrait favoriser ce phénomene

au sein des kératinocytes.
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Figure 18: Vue d’ensemble du plan expérimental pour tester les effets directs (A) ou indirects (B) de I’électroporation des
fibroblastes dermiques humains sur le comportement cellulaire. A. Les propriétés de migration et de prolifération des
fibroblastes soumis & I'électroporation sont suivies par vidéomicroscopie. B. Evaluation de I'effet indirect de I'électroporation
via le sécrétome. Pour ces expériences, des fibroblastes non exposés au champ électrique sont cultivés dans un milieu de
culture cellulaire conditionné pendant 24h par des fibroblastes électroporés. Les capacités de migration sont ensuite suivies
par vidéomicroscopie.
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b. Résultats

Des intensités distinctes permettent de générer un gradient d'électroperméabilisation dans les

fibroblastes dermiques.

Lorsque I'électroporation est appliquée sur le tissu cutané, la distribution du champ électrique n'est
pas homogene, ce qui signifie que toutes les cellules du tissu ne sont pas exposées a la méme intensité
de champ électrique '%. Par conséquent, I'un des objectifs de cette étude était de soumettre les
cellules dermiques a des intensités croissantes de champ électrique. Pour la condition ECT, nous avons
appliqué une série de 8 impulsions d'une durée de 100 us a une fréquence de 1 Hz, avec une intensité
croissante de 200 V / cm a 800 V / cm. Pour la condition GET, 10 impulsions d'une durée de 5 ms ont
été appliquées a une fréquence de 1 Hz, avec des intensités allant de 50 V/cm a 300 V/cm (Tableau 1).
Ces paramétres ont été choisis car ils sont classiquement utilisés en électroporation®®%, En
augmentant l'intensité du champ électrique a la fois pour les conditions ECT et GET, une augmentation
progressive et significative de la fuite d'ATP a été mesurée dans le milieu extracellulaire dés 10 minutes
apres |'application du champ électrique (Figure 19A). Pour confirmer que la fuite d'ATP observée était
due a des défauts membranaires causés par |'électroporation, une expérience de cytométrie en flux a
été réalisée afin de quantifier la pénétration d'iodure de propidium dans les cellules (Figure 19B). Le
pourcentage de cellules électroperméabilisées ainsi que l'intensité de fluorescence de ces cellules ont
augmenté avec lintensité des impulsions dans les deux conditions. 100% de cellules
électroperméabilisées ont été atteints a 600 V/cm en condition ECT et 200 V/cm en condition GET.
Afin de s'assurer que les parametres électriques appliqués induisent uniqguement une perméabilisation
réversible et non irréversible, une expérience de recouvrement de l'intégrité membranaire a été
menée. 30 minutes apres |'électroporation, les cellules ont été incubées avec de I'iodure de propidium
100 pM et le signal de fluorescence a été quantifié par cytométrie en flux (Figure 19C). Moins de 5%
des cellules ont été marquées a l'iodure de propidium, quelle que soit la tension appliquée en condition
ECT et GET. Cela signifie que les paramétres électriques appliqués n'ont pas induit de perméabilisation
irréversible. Pour aller plus loin, la viabilité cellulaire a long terme aprés exposition a |'électroporation
a été évaluée par clonogénie (Figure 19D). La clonogénie est un test de survie cellulaire in vitro visant
a vérifier la capacité d'une seule cellule a se développer en une colonie, autrement dit sa capacité a
subir des divisions « illimitées ». Les résultats montrent qu’en condition ECT, la viabilité cellulaire n'a
pas été affectée jusqu'a 600 V/cm, mais une perte de viabilité d'environ 25% a été observée a 800
V/cm. Les cellules semblaient étre plus sévérement affectées par les conditions GET. En effet, jusqu'a
200 V/cm, la viabilité cellulaire n'était pas affectée, mais chutait drastiquement a 50% a 300 V/cm. En
conclusion, les parametres électriques choisis n’induisent pas d'électroporation irréversible bien que

la viabilité cellulaire a long terme soit affectée par certains de ces parameétres.
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Figure 19: Détermination des parameétres électriques assurant une électroperméabilisation transitoire efficace des fibroblastes
sans affecter leur viabilité. A. Quantification de la libération d'ATP par luminescence 10 min aprés l'application des parameétres
électriques d’électrochimiothérapie (ECT) et d’électrotransfert de géne (GET). N = 2; n = 6. B. Suivi de I'électroperméabilisation
cellulaire en cytométrie en flux par pénétration d'iodure de propidium (Pl) immédiatement apreés I'application des paramétres
électriques ECT et GET. Axe gauche : % de cellules positives a l'iodure de propidium (point); Axe droit: intensité de fluorescence
en unité arbitraire (a.u) (triangle). n = 3. C. Suivi du recouvrement de l'intégrité membranaire en cytométrie en flux par
incubation a l'iodure de propidium 30 min aprés l'application des parametres électriques ECT et GET. n = 3. D. Viabilité
cellulaire a long terme évaluée par clonogénie apreés I'application des paramétres électriques ECT et GET, N = 3; n = 9. Analyses
par Anova unidirectionnelles.
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Les propriétés migratoires des fibroblastes dermiques primaires humains ne sont pas

statistiquement affectées par I'application des parametres électriques ECT et GET.

Pendant le test de fermeture de la plaie, les cellules migrent et proliferent pour combler le vide généré.
Afin d’étudier les capacités migratoires des fibroblastes aprés I'application des champs électriques, il
était donc nécessaire de supprimer le processus de prolifération afin de mesurer uniquement la
migration cellulaire durant les premiéres 24h 1%, La synchronisation in vitro des fibroblastes dermiques
a été réalisée grace a une méthode non pharmaceutique qui consiste a priver les cellules de sérum
pendant une nuit. La quantité d’ADN cellulaire a ensuite été déterminée en colorant les cellules avec
de l'iodure de propidium et en mesurant la fluorescence par cytométrie en flux. Le pourcentage de
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été calculé en fonction de la quantité d’ADN
de chaque cellule (n): G1 (2n), S (entre 2n et 4n) et G2 (4n). Comme le montre la Figure 20A, les
fibroblastes dermiques primaires ont trés bien répondu a cette méthode car environ 90% des cellules
étaient synchronisées en phase de croissance G1 aprés la privation de sérum. Grace a un module
spécifique adapté, le systeme d'analyse IncuCyte ZOOM permet d’effectuer des plaies calibrées et de
mesurer facilement la migration cellulaire au cours du temps. Grace a I'application de masques lors du
traitement des images (Figure 20B), la confluence dans la plaie a été déterminée heure par heure aprés
|'application du champ électrique, et ce, durant 24h. La vidéo 1 montre que la fermeture des plaies par
les fibroblastes dermiques était un processus hautement dynamique. Comme expliqué
précédemment, la fermeture de la plaie n'a été analysée que pendant les premieres 24h apres
I'application du champ électrique sur des cellules synchronisées, afin de ne prendre en compte que la
composante de migration. L'absence d'événement de division cellulaire sur le film a confirmé que les
cellules étaient effectivement en migration. Apres 24h, la confluence cellulaire dans la plaie était
d'environ 40%, quelle que soit la condition ECT ou GET (Figure 20C). Il est intéressant de noter que la
migration cellulaire s'est produite immédiatement aprés la création de la blessure et s'est poursuivie
régulierement pendant des heures, avec ou sans application des parameétres électriques ECT ou GET.
Aucune différence statistique n'a été observée sur le déroulement temporel de la migration en
fonction des parameétres électriques appliqués, mais une régression linéaire a été réalisée pour obtenir
la vitesse de migration de chaque condition au cours des 12 premiéres heures (Figure 20D). Aucune
différence statistique n'a été observée quelles que soient les conditions. Enfin, la confluence de la plaie
24h post-application de champ électrique a été analysée (Figure 20E). Les conditions GET a 50 V/cm et
100 V/cm semblaient améliorer la migration des fibroblastes dermiques et donc la cicatrisation des
plaies, mais malgré de nombreuses répétitions des expériences et des réplicas biologiques (jusqu'a 30),

aucune différence statistique n'a été observée.
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Figure 20: Les parametres électriques ECT et GET n'ont pas affecté les propriétés de migration des fibroblastes dermiques dans
le test de fermeture de la plaie. A. Détermination par cytométrie en flux de la synchronisation du cycle cellulaire apreés privation
de sérum pendant une nuit. N = 3; n = 8. B. Quantification de la migration des fibroblastes dermiques dans les tests de
fermeture de la plaie grdce a I'application de masques. Le masque de la plaie initiale (t = Oh) est représenté en jaune. Le
masque de confluence identifiant toutes les zones occupées par les cellules est représenté en orange. Le masque de confluence
est utilisé en combinaison avec le masque de plaie initial pour déterminer la confluence cellulaire de la plaie & chaque instant
(film 1). C. Evolution dans le temps de la migration cellulaire aprés I'application des paramétres électriques de type ECT et GET
sur des fibroblastes synchronisés et soumis au test de la rayure. La confluence de la plaie (%) représente la zone de la plaie qui
est occupée par des cellules a chaque temps. N = 5; n = 30 Analyses statistiques par Anova bidirectionnelles. D. Valeurs de
pentes calculées par régression linéaire représentant la vitesse de migration pendant les premiéres 24h. N = 3, n = 9. E.
Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie (%) 24h. N = 5; n = 30. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles.
Conditions contréle (Ctrl @), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).
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Aucun phénomeéne de galvanotaxis n’est induit par les parameétres électriques de type ECT et GET

chez les fibroblastes dermiques.

Le champ électrique externe est un stimulus physique majeur du microenvironnement qui est connu
pour guider la migration directionnelle des cellules qui y sont soumises. Ce phénomeéne est appelé
galvanotaxis ou électrotaxis. Etant donné que les électrodes étaient systématiquement placées
parallelement a la plaie, avec I’'anode au-dessus et la cathode au-dessous, nous avons pu déterminer
si les fibroblastes a la marge de la plaie présentaient une migration dirigée préférentielle (Figure 21).

Aucune différence statistique n’a été observée, ce qui signifie que les fibroblastes dermiques ont
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Figure 21 : Aucun phénomene de galvanotaxis des fibroblastes dermiques n’est induit par les parametres électriques de type
ECT et GET. A. Représentation schématique de la position des électrodes sur le site de la plaie. La ligne jaune délimite la zone
occupée par les cellules dans le panel anode (1) et le panel cathode (2). B. Zone occupée par les cellules (um?) dans le panel
supérieur de la plaie (1) ou dans le panel inférieur de la plaie (2) 12h apres application du champ électrique. Analyse statistique
par Anova unidirectionnelle. N=3; n=18. Conditions contréle (0 V/cm), électrotransfert de génes (GET) et électrochimiothérapie
(ECT).

58



Résultats / Prolifération et migration

Les intensités électriques élevées en GET réduisent considérablement le nombre de fibroblastes

dermiques.

L’évolution du nombre de cellules pendant les 72h suivant I'application des champs électriques de type
ECT et GET a été suivie par vidéomicroscopie (vidéo 2) via le comptage automatique des noyaux
marqués par fluorescence (Figure 22A). Les parameétres électriques ECT n’ont pas conduit a une
différence statistique entre le controle et les différentes intensités de champ électrique appliquées
(Figure 22B). Pour les conditions GET, trois comportements distincts ont pu étre distingués. Les cellules
soumises aux champs électriques de 50 et 100V/cm se sont comportées de la méme facon que les
cellules témoins. A partir de 200 V/cm, le nombre de noyaux a diminué avec un retard de croissance
important, et ce phénomene a été augmenté pour une intensité de champ électrique plus élevée (300
V/cm). Cette observation a été confirmée en analysant le nombre de noyaux dans le champ du
microscope 70h aprées application des champs électriques (Figure 22C). Le retard de croissance
cellulaire peut s’expliquer soit par un arrét de la prolifération, soit par un équilibre dynamique entre
les cellules mourantes et les cellules proliférantes comme nous I'avons observé lors de la clonogénie
qui démontrait que les parametres GET appliqués a une intensité de 300 V/cm altéraient la viabilité

cellulaire a long terme de I'ordre de 60 % (Figure 19D).
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Figure 22 : Les parametres électriques ECT n’ont pas affecté la prolifération des fibroblastes dermiques tandis que certains
parametres GET ont réduit le nombre de cellules. A. Traitement des images avec des masques pour quantifier la prolifération
des fibroblastes dermiques. Comme les images de contraste de phase n’étaient pas exploitables telles quelles, un masque
présentant les noyaux fluorescents marqués par le réactif rouge Nuclight a été ajouté sur les mémes images. Ce processus a
permis de déterminer le nombre de noyaux dans I'image a chaque temps. B. Prolifération des fibroblastes dermiques au cours
du temps aprés I'application des champs électriques de type ECT et GET. Analyse statistique par Anova bidirectionnelle C.
Nombre de noyaux 70h apres I'application des parameétres électriques de type ECT et GET. N=6; n=24. Analyse statistique par

Anova unidirectionnelle.
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Les parametres électriques de types GET les plus élevés provoquent I'apoptose des fibroblastes

dermiques par induction d’un stress mitochondrial.

Seules certaines intensités de champ électrique de type GET ont montré des résultats antiprolifératifs
sur les monocouches cellulaires. Nous avons donc décidé de nous concentrer sur les parametres
électriques de type GET pour I'analyse de I'apoptose et du stress mitochondrial. Afin d'expliquer le
retard observé dans la croissance cellulaire aprés 'application des parameéetres électriques de type GET,
|'apoptose a été étudiée 24h apreés I'électroporation via I'activité des caspases 3/7 (Figure 23A). Le
pourcentage de cellules en apoptose augmentait lorsque l'intensité du champ électrique augmentait.
A 200 V/cm environ 10 % des cellules présentaient une activation des caspases 3 et 7 et ce pourcentage
atteignait 30 % a 300 V/cm, 24h aprés I'application du champ électrique. Ces 30% de cellules
apoptotiques a 300 V/cm différaient du pourcentage observé lors du test de clonogénie (perte de 60
% de la viabilité cellulaire a long terme (Figure 19D)), ce qui signifie que d'autres mécanismes de mort
cellulaire pourraient étre impliqués, comme la nécrose. |l a précédemment été démontré que
|'ultrastructure des mitochondries était rapidement modifiée lorsque les cellules étaient soumises a
I'électroporation®. Par conséquent, nous avons concentré les expériences suivantes sur la
caractérisation mitochondriale. La sonde fluorescente MitoView a été utilisée pour suivre le potentiel
de membrane mitochondriale aprés I'application des parametres électriques de type GET (Figure 23B).
La coloration fluorescente dépend du potentiel de la membrane mitochondriale et disparait lorsque
les mitochondries se dépolarisent ''°. Une perte significative de fluorescence a été observée sur les
cellules vivantes 1h aprés I'application du champ électrique de type GET a 300 V/cm, ce qui signifie
gue les mitochondries ont subi une dépolarisation, phénomeéne qui pourrait conduire a l'initiation du
processus de mort cellulaire, en particulier de I'apoptose **°. La vidéomicroscopie a ensuite été utilisée
pour suivre le stress oxydatif mitochondrial dans les cellules vivantes apres I'application des
parametres électriques de type GET en utilisant le réactif MitoSOX (Figure 23C). Cette sonde cible
spécifiguement les mitochondries et devient hautement fluorescente aprés son oxydation par |’anion
superoxyde mitochondrial *'. Aucun stress oxydatif mitochondrial immédiat n'a été observé aprés
I'application des parametres électriques de type GET. Cependant, un effet retardé a été observé pour
les intensités de 200 V/cm et 300 V/cm dés 4h aprés les impulsions. Cette observation devient
statistiquement significative 7h apreés les impulsions. Cela signifie qu'a 200 V/cm et d’autant plus a 300
V/cm, un stress oxydatif mitochondrial a été généré par production d’anion superoxyde dés 4h apreés

les pulses.
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Figure 23: Certains paramétres électriques GET ont induit I'apoptose et un stress mitochondrial dans les fibroblastes
électroporés. A. Pourcentage de cellules apoptotiques quantifié avec le systeme d'analyse IncuCyte ZOOM 24h aprés
électroporation grdce a un double marquage avec le réactif Caspase-3/7 Green Apoptosis Assay et le réactif Nuclight Red. N
=2; n = 12. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle et bidirectionnelle B. Quantification de la perte de potentiel de
membrane mitochondrial 1h aprés application du champ électrique, en utilisant la sonde fluorescente MitoView633. N = 1; n
= 3. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. C. Détection fluorescente de la génération d'anion superoxyde
mitochondrial Oz~ en utilisant la sonde MitoSOX en vidéomicroscopie. N = 2; n = 12. Analyse statistique par Anova
bidirectionnelle.
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Les propriétés de migration des fibroblastes non exposés ont été stimulées par un milieu conditionné

pendant 24h par des fibroblastes électroporés.

Afin d'évaluer les effets indirects de I'application de champ électrique sur les propriétés de migration
des fibroblastes dermiques, des tests de fermeture de la plaie ont été réalisés avec des fibroblastes
cultivés en présence de milieux conditionnés (Figure 24). Dans cette condition, les fibroblastes
dermiques analysés n'ont jamais été soumis a un champ électrique, mais ils ont été cultivés dans un
milieu de culture conditionné pendant 24h par des fibroblastes dermiques eux-mémes exposés aux
différents parametres électriques de type ECT et GET. Les analyses statistiques réalisées sur un grand
nombre de réplicas ont indiqué qu'au cours des premieres 24 heures, le milieu conditionné par les
fibroblastes soumis a des impulsions de type GET 200 V/cm a amélioré la fermeture de la plaie par
rapport au contrdle. Une tendance est apparue a partir de 10h, qui est devenue statistique a 18h puis
a augmenté au cours des 6 derniéres heures de |'expérience. Cependant, ces analyses n'ont pas révélé
de différences statistiques pour les autres conditions GET ni pour les conditions ECT (Figure 24A). La
confluence cellulaire dans la zone de la plaie aprés 24h de culture en présence de milieu conditionné
amontré une tendance globale pour toutes les conditions de milieu conditionné a stimuler la migration
cellulaire (Figure 24B). Cependant, seuls les milieux conditionnés par les fibroblastes soumis a des
impulsions de type GET 200 V/cm ont statistiquement amélioré la fermeture de la plaie. Il faut
souligner que les paramétres électriques appliqués dans cette condition sont ceux qui conduisent a
une apoptose modérée. Nous avons donc émis I'hypothese que les fibroblastes dermiques exposés a
des champs électriques pulsés et subissant une apoptose modérée sécretent plusieurs facteurs

stimulant la migration des fibroblastes non exposés.
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Figure 24 : Les milieux conditionnés par des fibroblastes électroporés ont stimulé la migration des fibroblastes non exposés.
A. Evolution temporelle de la migration des fibroblastes dermiques cultivés dans des milieux de culture cellulaire conditionnés
par les paramétres électriques de type ECT et GET. N = 3; n = 18. Seule la condition 200 V/cm a montré une différence
statistique avec la condition témoin (0 V/cm). Analyse statistique par Anova bidirectionnelle * = p <0,05; ** = p <0,01; *** =
p <0,001 B. Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie aprés 24h de culture dans un milieu conditionné par les
parametres électriques de type ECT ou GET pendant 24h. N = 3; n = 18. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle ** = p

<0,01. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).
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Les parameétres électriques ECT et GET modulent fortement la transcription des facteurs de

croissance.

Afin de comprendre les résultats ci-dessus, un kit de qPCR dédié a la cicatrisation (84 génes analysés)
disponible dans le commerce a été utilisé 4h apres I'exposition des fibroblastes dermiques aux
parametres électriques de type ECT (600 V/cm) et GET (200 V/cm). Cette analyse a révélé des variations
significatives du nombre de transcrits de plusieurs facteurs de croissance (Figure 25A). Les génes
surexprimés (en rouge sur la figure) dans les deux conditions comprennent le facteur de croissance du
tissu conjonctif (CTGF), le facteur de croissance endothélial vasculaire A (VEGFA), la sous-unité A du
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFA) et le facteur de croissance transformant alpha
(TGFa) avec des variations au témoin non électroporé de I'ordre de 1,2 a 3,6 fois. Plusieurs facteurs de
croissance ont également été sous-exprimés (en vert sur la figure) 4h aprés I'exposition aux parametres
électriques de type ECT et GET dont le TGF-B1, un protagoniste bien connu de la fibrose cutanée. Pour
les parametres de type GET, nous avons également noté des surexpressions spécifiques de facteurs
liés a I'immunité comme le facteur de stimulation des colonies 3 (CSF3), ainsi que des facteurs
angiogéniques comme le facteur de croissance épidermique (EGF). Cette expérience a confirmé que
|'expression de plusieurs facteurs de croissance était rapidement et fortement modulée apres
|'électroporation. Pour aller plus loin et confirmer que cette modulation des transcrits a également lieu
au niveau des protéines, nous avons quantifié par test ELISA deux d'entre eux dans le milieu de culture
cellulaire 24h apres I'électroporation des fibroblastes dermiques (Figure 25B,C). Nous nous sommes
concentrés sur le facteur de croissance endothélial vasculaire A (VEGFA) et sur la sous-unité A du
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFA) car ils étaient fortement surexprimés au niveau
de I'ARN : 2,4 fois en condition ECT et 3,3 fois en condition GET pour le VEGFA, et 2,4 fois en condition
ECT et 1,85 fois en condition GET pour le PDGFAA. Une augmentation de I'abondance des protéines
VEGFA et PDGFAA a en effet été retrouvée dans le surnageant de culture cellulaire aprés
|'électroporation. Cette augmentation était statistique des 6h apres les impulsions dans les deux
conditions pour le PDGFAA et 24h apres les impulsions pour le VEGFA (méme si non statistique en
ECT). Nous avons ainsi confirmé au niveau protéique que I'électroporation augmentait I'expression des

facteurs de croissance VEGFA et PDGFAA comme observé au niveau transcriptionnel.
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Figure 25: Analyse de I'expression des génes codants les facteurs de croissance dans les fibroblastes dermiques 4h apreés
I’exposition aux parametres électriques de type ECT et GET. A. L'expression génique a été quantifiée par RT-qPCR. Les
changements d’expression sont exprimés par rapport d la condition témoin. Condition témoin et ECT (600 V/cm) n = 3,
condition GET (200 V/cm) n = 2. Angiopoiétine 1 (ANGPT1); Facteur de stimulation de colonies 2 et 3 (CSF2,3); Facteur de
croissance du tissu conjonctif (CTGF); Facteur de croissance épidermique (EGF); Facteur de croissance des fibroblastes 2,7 et
10 (FGF2,7,10); Facteur de croissance de type EGF se liant a I'héparine (HBEGF); Facteur de croissance des hépatocytes (HGF);
Facteur de croissance analogue a l'insuline 1 (IGF1); Facteur inhibiteur de migration des macrophages (MIF); Sous-unité A du
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFA); Facteur de croissance transformant alpha (TGFa); Facteur de croissance
transformant béta 1 (TGF-81); Facteur de croissance endothélial vasculaire A (VEGFA). B. Expression de la protéine VEGFA
quantifiée par ELISA dans un milieu de culture cellulaire 24h apreés I’électroporation des fibroblastes dermiques en monocouche
avec les parameétres de type ECT (600 V//cm) et GET (200 V/cm) N = 1, n = 5. Analyse statistique par test de Mann Whitney C.
Expression de la protéine PDGFAA quantifiée par ELISA dans un milieu de culture cellulaire 6h, 24h et 48h apres
I’électroporation des fibroblastes dermiques en monocouche avec les paramétres de type ECT (600 V/cm) et GET (200 V//cm)
N =2, n = 8. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m) et
électrochimiothérapie (ECT A ).

Les propriétés migratoires des kératinocytes humains ne sont pas statistiquement affectées par

I'application des parametres électriques ECT et GET.

La migration des kératinocytes apres I'application des paramétres électriques de type ECT et GET a été
étudiée avec le méme protocole expérimental que celui utilisé précédemment sur les fibroblastes

dermiques. Aucune différence statistique n'a été observée sur la migration des kératinocytes au cours
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du temps, et ce, quels que soit les paramétres électriques appliqués (Figure 26A). Cette observation a
été confirmée par I'analyse statistique de la confluence de la plaie 24h apres I'application des champs
électriques (Figure 26B). L'observation des images obtenues par vidéo-microscopie laisse a penser que
les champs électriques les plus forts induiraient une fusion des kératinocytes, probablement en raison

de la présence de jonctions cellulaires serrées entre les cellules (Figure 26C).
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Figure 26: Les parameétres électriques ECT et GET n'ont pas affecté les propriétés de migration des kératinocytes dans le test
de fermeture de la plaie. A. Evolution dans le temps de la migration cellulaire aprés I'application des paramétres électriques
de type ECT et GET sur des kératinocytes synchronisés et soumis au test de la rayure. La confluence de la plaie (%) représente
la zone de la plaie qui est occupée par des cellules a chaque temps. N = 2; n = 12 Analyses statistiques par Anova
bidirectionnelle. B. Diagramme de dispersion de la confluence de la plaie (%) 24h apreés les pulses. N = 2; n = 12. Analyse
statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie
(ECT A). C. Image microscopique du test de migration des kératinocytes dans les tests de fermeture de la plaie 12h aprés les
pulses de type ECT (800V/cm). Le masque de la plaie initiale (t = Oh) est représenté en bleu.
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c. Discussion
L'existence d'un potentiel électrique transépithélial fait des cellules cutanées une cible idéale pour
|’étude de la modulation du comportement cellulaire apres |'électroporation. En effet, les champs
électriques endogenes sont importants pour guider la migration cellulaire et prédominent souvent sur
les signaux chimiques ou topographiques 12 13 migration directionnelle, ou galvanotaxie, le long d'un
champ électrique a déja été mise en évidence avec les fibroblastes 13-115 | es fibroblastes dermiques
humains soumis a un courant continu de 0,5 a 2 V/cm ont mis plus d'une heure a présenter une

13115 Zhao et ses collaborateurs ont identifié la

migration directionnelle mesurable vers I'anode
phosphatidyl-inositol 3 kinase (Pl (3) K) et I'nomologue de la phosphatase et de la tensine (PTEN)
comme des génes essentiels contrdlant la galvanotaxie 2. Zhao et al ont ainsi montré que le champ
électrique dirigeait la migration cellulaire en agissant comme signal directionnel principal, déclenchant

I'activation de la signalisation Src et inositol—phospholipide113. Le role de la phosphatidyl-inositol 3

kinase dans la migration électro-induite a été confirmé par Guo et ses collégues en 2010 115 Un autre
mécanisme suggéré est la redistribution asymétrique des récepteurs membranaires EGFR a la surface
cellulaire 161 Néanmoins, ces études ont principalement appliqué des courants continus durant de
longue exposition, alors que dans cette étude nous avons utilisé un champ électrique pulsé. La
différence de nature et d'intensité des champs électriques appliqués peut trés vraisemblablement
expliquer I'absence de résultats significatifs dans les expériences de migration et de galvanotaxie apres

|’électroporation.

Il a été démontré que les stimulations pulsées a haute tension (HVPG) ont un effet prolifératif sur les
fibroblastes pulmonaires foetaux humains IMR-90 et stimulent la synthése des protéines 1%°. Cette
étude a montré une augmentation des taux de syntheése des protéines 2h apres la stimulation
électrique et de la synthese d'ADN entre 2 et 24h aprés la stimulation. La synthése des protéines
maximale avait lieu aprés I'application de champs électriques de 50 V/cm a une fréquence de 100 Hz,
et la synthése d’ADN maximale aprés I'application de champs électriques de 75 V/cm a une fréquence
de 100 Hz. Toutefois, dans cette étude, les parametres électriques ont été appliqués pendant au moins
20min, loin du champ électrique pulsé appliqué en électroporation. Ainsi, les mécanismes moléculaires
impliqués peuvent différer et expliquer I'absence de prolifération aprés I'application des champs de

type ECT et GET.

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) jouent un réle majeur dans la réponse a la cicatrisation des
plaies %, Fait intéressant, des études ont montré que I'électroporation génére des ROS telles que le
H,0, 1?1122, La peroxydation lipidique des membranes cellulaires aprés électroporation a également

été rapportée®®. La peroxydation des lipides et la concentration en ROS augmentent avec l'intensité du
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champ électrique, la durée des impulsions et le nombre d'impulsions et sont corrélées a
|'électroperméabilisation membranaire et a la mort cellulaire lorsque la quantité de dommages
cellulaires est trop élevée!?. Dans nos conditions expérimentales, |'électroporation de fibroblastes
dermiques avec les intensités de champ les plus élevées en condition GET (200 V/cm et 300V/cm) a
bloqué le processus de migration et induit partiellement la mort cellulaire. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés dans la littérature montrant les effets déléteres des ROS sur les fibroblastes

dermiques 124,

Dans ce chapitre, nous avons démontré que la modulation de l'intensité des champs électriques
conduisait a un gradient d'électroperméabilisation cellulaire. Nous pouvons émettre I'hypothese que
les réponses cellulaires a ces défauts de la membrane plasmique seront différentes. En effet,
I'induction de I'apoptose a été observée pour les parametres électriques GET les plus intenses (soit
200 V/cm et 300 V/cm). Le sécrétome des cellules électroporées dans ces conditions a amélioré
significativement la capacité de migration des fibroblastes non exposés. Nous pouvons supposer que
cet effet peut se reproduire in vivo, ou les cellules mourantes sécréteraient des facteurs spécifiques
modifiant le comportement des cellules environnantes. Il a été précédemment démontré que la
composante électrique des champs de type électroporation induisait I'externalisation de Ia

calréticuline %

alors que la calréticuline est généralement une protéine résidant dans le réticulum
endoplasmique. Lorsqu'elle est extériorisée, elle devient une molécule associée aux dégats (DAMP) et
donc a une mort cellulaire immunogénique %, Fait intéressant, des études ont montré que
|'externalisation de la calréticuline jouait un réle important dans la cicatrisation cutanée en stimulant
la prolifération, la migration et la différenciation des fibroblastes dermiques et des kératinocytes %/,
Plusieurs études ont déja montré que les nucléotides libérés par les tissus endommagés, tels que I'ATP
extracellulaire ou les purines et pyrimidines libérées suite a la mort cellulaire et a la fragmentation de

I'ADN, régulaient de nombreuses fonctions importantes des cellules cutanées (prolifération, migration,

contraction) et peuvent favoriser la cicatrisation des plaies %,

D'autres expériences seraient nécessaires pour définir le type de facteurs sécrétés par les cellules
mourantes. Nous avons obtenu des résultats encourageants sur la modulation d'un certain nombre de
facteurs de croissance par I'électroporation. Le VEGFA et le PDGFAA ont été quantifiés au niveau
protéique par ELISA et nous avons démontré que les fibroblastes dermiques électroporés libéraient
une quantité significative de ces deux facteurs de croissance apres les pulses. Cependant, des analyses
complétes des facteurs de croissance et des cytokines sécrétées a la suite de I'électroporation doivent
étre menées de maniére exhaustive au niveau des protéines (ELISA, protéomique) et des tests
fonctionnels sont indispensables pour conclure. Toutefois, des réponses peuvent étre trouvées dans

la littérature pour enrichir la réflexion sur les effets du sécrétome. Certains auteurs ont démontré que
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|'électroporation stimulait la libération de facteurs de croissance tels que PDGF-AA, TGF-b1 ou EGF par

les plaguettes et qu’'une modulation des parametres de champ électrique affectait les facteurs

sécrétés 1%°.

L'effet du sécrétome induit par I'électroporation a été étudié dans le contexte des cellules tumorales
de mélanome 3°, Dans cette étude le sécrétome conduisait a la mort des cellules cultivées en présence
de milieux conditionnés probablement due a la libération de microvésicules (<500 nm). Fait
intéressant, les quantités de microvésicules dépendaient des parameétres électriques appliqués,
confirmant que dans les tissus la réponse cellulaire sera différente en fonction de la distribution du
champ électrique. Il serait intéressant de caractériser les vésicules extracellulaires sécrétées ainsi que
leur contenu. La coculture de cellules serait une approche complémentaire a celle adoptée dans cette
étude afin d’étudier la communication cellules-cellules. Pour aller plus loin, des modeles plus
complexes comme le substitut cutané pourraient permettre d’étudier les effets du sécrétome dans

des conditions plus représentatives que les cultures 2D.
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2. Etude de I'effet des champs de type électroporation sur
le remodelage matriciel dans des substituts de derme

humain reconstruits par ingénierie tissulaire.

Ce chapitre est en partie adapté d’un article publié dans la revue Journal of investigative dermatology
en octobre 2021 intitulé « Pulsed electric fields induce extracellular matrix remodeling through MMPs
activation and decreased collagen production » Gouarderes S, Ober C., Doumard L., Dandurand J.,
Vicendo P., Fourquaux I., Goldberg A., Samouillan V., Gibot L.https://doi.org/10.1016/].jid.2021.09.025

(Annexe 2)

Les expériences de DSC et IRTF-ATR ont été réalisées par Camille Ober, Jany Danduran et Valerie
Samouillan du CIRIMAT UMR 5085, Université Toulouse Il - Paul Sabatier. Les résultats, conclusions,

ainsi que les méthodes de ces expériences ont été rédigés avec leur aide.
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a. Résumé
Nous avons consacré ce chapitre a I’étude de la matrice extracellulaire avant et apres I'électroporation
dans un modele de feuillet dermique humain reconstruit par auto-assemblage comme décrit dans le
matériel et méthodes. Toutes les expériences réalisées dans ce chapitre ont utilisé des parameétres
électrigues de type électrotransfert de géne GET (10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm) et
électrochimiothérapie ECT (8 impulsions, 100 ps, 1Hz, 1000V/cm) qui ont été choisis pour permettre
une perméabilité cellulaire a 100 % tout en maintenant la viabilité cellulaire a 95 % pour les paramétres
ECT et a 90 % pour les parametres GET. Etant donné la quantité d’échantillons a produire et a traiter
pour les différentes analyses, il n’était pas réaliste de tester plusieurs intensités de champs, méme si

cela aurait été tres intéressant.

La premiére partie de ce travail a consisté en |'apprentissage de la méthode expérimentale de
fabrication des feuillets puis a la caractérisation multi-échelle du modéle. Les observations ont mis en
évidence des différences organisationnelles entre les faces supérieures et inférieures de ce feuillet
cellulaire. Souhaitant élargir les techniques de caractérisation de notre modéle a des approches plus
physico-chimiques, nous avons noué une collaboration avec I'équipe du Dr Valérie Samouillan du
CIRIMAT (UMR 5085 « Physique des polymeéres », Université Toulouse Il - Paul Sabatier). Les analyses
par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier IRTF-ATR ont ainsi permis d'étudier la
distribution cellule / matrice des deux cotés du feuillet grace aux indicateurs vibrationnels des
différents composants. La structure des collagénes dans les feuillets a également été étudiée par
calorimétrie a balayage différentiel sans révéler de modifications majeures. Une étude
transcriptionnelle menée sur les feuillets électroporés (4h aprés les pulses) a permis de démontrer que
606 génes ont été modulés significativement aprés le traitement GET (dont 350 surexprimés et 256
sous-exprimés) et 351 geénes apres le traitement ECT (dont 258 surexprimés et 93 sous-exprimés). La
majorité étaient communs aux deux protocoles. Pour compléter, I'lRTF-ATR a été utilisé pour mesurer
la fraction d'ARN sur les deux faces du feuillet apres électroporation. Ces deux techniques ont permis
de montrer que la composante électrique de I’électroporation augmentait significativement la

transcription au sein des feuillets 24h aprés I'électroporation.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté en I'étude de la matrice extracellulaire en tant que telle,
ainsi que des mécanismes impliqués dans sa modification apreés les pulses. Le remodelage de la MEC
apres électroporation a été analysé en examinant la modulation des genes du matrisome (c’est-a-dire
les génes codants des protéines de la matrice extracellulaire ou des protéines qui y sont associées™!)
ainsi que l'activité des enzymes de remodelage. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

et la calorimétrie a balayage différentielle ont été utilisées comme outils complémentaires pour
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analyser la structure des collagénes. Nous avons démontré que les champs électriques pulsés
appliqués dans les protocoles GET et ECT induisaient une modulation rapide (4h aprés électroporation)
des genes associés au matrisome, en particulier une régulation a la baisse des enzymes de maturation
telles que la transglutaminase TG2 et la lysyl-oxydase like LOXL4. De plus, une diminution transitoire
de la production du procollagéne de type 1al et de la teneur en hydroxyproline dans le tissu a été
observée dans la semaine suivant |'électroporation. Ce remodelage des collagénes s'est avéré étre
principalement dépendant des MMPs comme I'ont montré des expériences réalisées en présence d’'un
inhibiteur pharmacologique. La culture en présence d’un inhibiteur de ROS, a savoir la N-acétyl-L-
cystéine (NAC), nous a permis de démontrer que la suractivation des MMPs apres les impulsions était
ROS-dépendante. Concernant les glycosaminoglycanes sulfatés, autres composants de la matrice, leur

guantité n’a pas été affectée par I'application des champs électriques.

De plus, nos données démontrent que les champs de type électroporation régulent a la baisse le TGF-
B (ARNm et protéine), un acteur clé de la fibrose pathologique. Les myofibroblastes sont des acteurs
du remodelage matriciel par la sécrétion de matrice et leur action mécanique. lls peuvent également
étre impliqués dans le processus de fibrose en cas de persistance anormale. Bien que le TGF-B soit le
facteur le plus connu dans la différenciation des myofibroblastes, les fibroblastes électroporés
ensemencés dans un gel de collagene ont significativement remodelé la matrice 3D induisant une
contraction du gel. Des immunomarquages effectués contre I'a-SMA, le principal marqueur des
myofibroblastes, ont montré que tres peu de fibroblastes deviennent positifs aprées les impulsions, et
gue cela n’est pas statistiquement différent des conditions contréles malgré |’acquisition de propriétés
contractiles accrues. Il semble donc que I'électroporation ne favorise pas la transdifférenciation des

fibroblastes en myofibroblastes.

Enfin, pour valider nos résultats a plus grande échelle nous avons cultivé des feuillets dermiques avec
des fibroblastes issus de trois donneurs différents et avons répété quelques expériences clés mises au
point pendant cette these. Cela a permis de montrer que les résultats obtenus au niveau du

remodelage de la matrice étaient reproductibles.

Nos résultats indiquent que I'application de champs électriques de type électroporation induit une
dégradation transitoire (sur une base mensuelle) des collagéenes dermiques a la fois par une diminution
significative de la production de collagene | et des enzymes de maturation, et surtout, via une
suractivation ROS-dépendante soutenue des métalloprotéinases matricielles (MMP). L’application
d’un champ électrique externe semble donc étre un outil pertinent et original pour assurer le

remodelage ciblé (entre les électrodes) et transitoire de la matrice extracellulaire cutanée.
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b. Résultats

Les parametres d’électroperméabilisation choisis maintiennent la viabilité cellulaire dans le modeéle.

L'efficacité de I'électroperméabilisation des cellules dans les feuillets dermiques a été imagée au
microscope biphotonique aprés application d’'impulsions électriques de type électrotransfert de géne
(GET : 10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm) et électrochimiothérapie (ECT : 8 impulsions, 100 us, 1Hz,
1000V/cm). La perméabilisation est détectée par I'incorporation d’iodure de propidium, un intercalant
de I’ADN non perméant. Comme le montre la Figure 27, dans les feuillets contréles non soumis a
I’électroporation la proportion de cellules perméabilisées est quasi nulle (Figure 27A), contrairement
aux feuillets soumis aux champs de types ECT et GET dans lesquels les cellules perméabilisées sont
détectées en tres grand nombre dans toute I'épaisseur du tissu (Figure 27A-C). Afin de déterminer la
viabilité cellulaire dans les feuillets dermiques aprés application des champs électriques, I’activité
métabolique a été quantifiée grace a la méthode du PrestoBlue. La Figure 27B montre que les
parametres électriques utilisés ont permis de maintenir une viabilité cellulaire de 91 % dans les feuillets
soumis aux champs de type GET et de 100% dans les feuillets soumis aux champs de type ECT. Aucune
différence statistique n’a été observée entre les groupes. Ces résultats démontrent |'efficacité des
parametres sélectionnés pour assurer I'électroperméabilisation sans impacter la viabilité cellulaire au

sein du modele.

A

Electroperméabilisation

Viabilité (%)

Figure 27 : Les parametres d’électroperméabilisation choisis maintiennent la viabilité cellulaire au sein du modéle. A.
Electoperméabilisation évaluée par pénétration d'iodure de propidium (rouge) pendant |'électroporation observée par
microscopie bi-photonique sur toute I’épaisseur du feuillet. B. Evaluation de la viabilité cellulaire par Prestoblue dans les
feuillets 24h apres I'application des champs électriques, N=3, n=14. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. C. Vue
transversale d’un feuillet traité par GET observé par microscopie bi-photonique (SHG Cyan ; Hoechst Bleu ; iodure de propidium
rouge). CTRL (0 V/cm) ; GET: Protocole d'électrotransfert de geénes (10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm) ; ECT: protocole
d'électrochimiothérapie (8 impulsions, 100 us, 1Hz, 1000V,/cm)
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Le feuillet dermique, un modele polarisé et riche en matrice extracellulaire

Dans le modele auto-assemblé les fibroblastes dermiques humains primaires produisent leur propre
matrice extracellulaire en I'absence de support exogéne, comme dans le derme humain natif qui se
caractérise par I'abondance de matrice extracellulaire synthétisée par les cellules. En conséquence,
apres 4 semaines de culture en présence d’acide ascorbique, les feuillets dermiques générés par auto-
assemblage deviennent aisément manipulables. La matrice extracellulaire des substituts dermiques
peut alors étre étudiée a I'aide d’une analyse multi-échelle (Figure 28). En observation macroscopique
a I’échelle tissulaire, le substitut dermique se présente sous I'aspect d’'une membrane cohésive, reliée
a un ancrage en papier en forme d’anneau. En observation microscopique, la visualisation des
collagénes par génération de seconde harmonique au microscope biphotonique permet de visualiser
un assemblage supramoléculaire habituel de collagénes fibrillaires organisés. L'analyse de surface
réalisée au microscope électronique a balayage montre les fibres de collagenes dans les espaces
intercellulaires. Enfin, a I'échelle du nanométre, l'ultrastructure de la matrice caractérisée par
microscopie électronique confirme que la matrice contient des collagenes fibrillaires aisément
caractérisables par la présence de striations d’une périodicité de 680 A. Au niveau cellulaire, les
fibroblastes présentent une forme allongée et un réticulum endoplasmique dense en raison de la forte
sécrétion de matrice. Des vésicules d'exocytose ont également été largement observées au niveau de
la membrane plasmique (Figure 28). Les observations multi-échelles ont mis en lumiére des différences
d’organisation entre les faces du feuillet. La microscopie électronique a transmission sur coupe
transversale montre que la densité cellulaire dans les substituts dermiques augmente en se
rapprochant de la face « milieu », tandis que la densité de collagénes augmente prés de la face « Pétri»
(Figure 28). L'analyse par microscopie a balayage met également en évidence cette différence dans la
topographie des faces supérieures et inférieures. En effet, la face supérieure « milieu » est riche en
cellules et moins dense en matrice tandis que la face inférieure est caractérisée par I'abondance de

fibres de collagénes orientées dans tous les plans du feuillet (Figure 28).

75



Résultats / Remodelage matriciel

100 pm

Figure 28: Caractérisation multi-échelle de la matrice extracellulaire et plus spécifiquement des collagénes dans un substitut
dermique humain. Observation a I'ceil nu (A), génération de seconde harmonique par microscopie bi-photonique (B),
microscopie électronique a balayage (MEB) (C, D), microscopie électronique a transmission (MET) (E, F, G, H), coloration
histologique HES (les collagénes sont en jaune) (1).
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La microscopie a faisceaux d’ions focalisés (focused ion beam , FIB) a également été utilisée pour
imager les feuillets dermiques. Cette méthode peu répandue pour I'étude d’échantillons biologiques
se compose d’'un microscope électronique a balayage couplé a une colonne ionique permettant
d'obtenir un faisceau d'ions Ga* focalisés. Cette colonne permet I'abrasion ionique de la matiere
localement et précisément, a |I'échelle du micrometre. Le principe est alors de réaliser des abrasions
successives d'une zone d'intérét tout en imageant chaque coupe transversale au MEB. La polarisation
du feuillet dermique a pu étre visualisée par cette méthode, qui a également mis en avant les fibres

de collagenes en coupe transversale et sagittale (Figure 29).

Coté milieu

COTE MILIEU

COTE PETRI

SS[N[[90 9p 9JqUWON

A

Figure 29: Caractérisation des collagénes dans un substitut dermique humain au microscope électronique a balayage a
faisceau d'ions focalisés (FIB). Coupe transversale du feuillet dermique imagé par microscopie a balayage. * Collagénes
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Les analyses vibrationnelles réalisées en collaboration avec le CIRIMAT ont permis d’étudier la
distribution cellules/matrice sur les deux faces des feuillets grace aux indicateurs vibrationnels indexés
dans sur la courbe ci-dessous (Figure 30 et Annexe 2, Figure S1). La bande a 1338 cm™ (agitation de
la chaine latérale de la proline) est référencée dans la littérature comme une bande d’absorption
spécifique du collagéne et peut par conséquent étre utilisée pour quantifier cette protéine 132133,
Comme indiqué dans la Figure 30, le rapport des aires A(1338 cm™)/A(1452 cm) était nettement
moindre dans la face supérieure du feuillet (c6té milieu) comparativement a la face inférieure (coté
Pétri) . La bande 4 970 cm™ est quant 3 elle attribuée au squelette ribose-phosphate de I’ADN de '’ARN
134 Comme le montre la Figure 30, I'augmentation significative du rapport de surface A(970 cm"
1/A(1452 cm®) confirme la prédominance du matériel cellulaire dans la face supérieure des feuilles
dermiques. Ces indicateurs ont donc permis de confirmer le déséquilibre de répartition des collagénes
et des acides nucléiques dans les feuillets dermiques, localisés préférentiellement sur les faces Pétri et
milieu respectivement. Cette analyse confirme la capacité de cette méthode a mettre en évidence des
différences dans la signature spectrale des deux faces du feuillet en raison de leur composition

moléculaire distincte.
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Figure 30: Différences dans la signature spectrale des deux faces du feuillet. A. Spectres IRTF-ATR moyens du substitut
dermique témoin dans la gamme [1500-900 cm™]. B. Répartition des acides nucléiques et des collagénes entre le c6té milieu
(face supérieure) et le coté Pétri (face inférieure) mesurée par IRTF-ATR. n> 6. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles
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Le contenu en ARN a été modulé dans le feuillet dermique soumis a I'électroporation.

L'analyse des spectres IRTF-ATR moyens a souligné que lI'électrostimulation n'a pas provoqué
d'altération significative de la signature spectrale globale des différents composants biologiques mais
des changements dans les intensités des bandes (Annexe 2, Figure S2). Fait intéressant, un focus sur la
bande ARN (990 cm™) a montré que quel que soit le type de champ électrique utilisé, la fraction d'ARN
augmentait tres fortement dans les 24 premiéres heures puis retrouvait les valeurs du controle a 48
heures, méme si pour la face supérieure (riche en cellules) cette tendance n'était pas statistique apres
le protocole GET (Figure 31A). Cette technique permet une vision a moyen terme (48 heures), mais sur
une profondeur tres réduite du feuillet (jusqu'a 3,6 um). Afin de comprendre les changements
transcriptomiques survenant dans les premieres heures aprés le stress, une analyse transcriptomique
a été menée dans les feuillets, 4h apres I'application des parametres électriques de type GET
(600V/cm) et ECT (1000V/cm). Les génes différentiellement exprimés ont été analysés a I'aide d’une
puce a ARN Clariom S Affymetrix (20000 génes au total) (Figure 31B). Le nombre de génes
différentiellement exprimés entre le groupe GET et le groupe témoin était de 606 genes dont 350
surexprimés et 256 sous-exprimés. Le nombre de génes différentiellement exprimés entre le groupe
ECT et le groupe témoin était de 351 génes dont 258 surexprimés et 93 sous-exprimés. En outre, les
résultats ont montré que la majorité de ces genes étaient communs aux deux protocoles. Les critéres
de significativité retenus étaient une différence d’expression par rapport au contréle inférieure ou
égale a (-2) et supérieur ou égale a (+2) et une valeur p de p<0,01. Ces résultats confirment donc que
la nature du champ électrique a peu d'impact sur le profil d'expression génique des échantillons traités,
bien que les parameétres ECT semblent affecter le génome de maniére plus limitée que les paramétres
GET. De plus, I'effet de I'application des champs électriques sur les feuillets dermiques s'exerce en
faveur de la surexpression des genes, cette catégorie représentant 57,7% de tous les genes
différentiellement exprimés en GET et pres de 73,5% de tous les génes différentiellement exprimés en
ECT (Figure 31B). Afin de mieux comprendre les processus biologiques dans lesquels est impliqué
I’ensemble des genes différentiellement exprimés, nous avons réalisé un enrichissement fonctionnel
grace a la plateforme GOrilla 13> (Annexe 2, Tableau S2). Il s’agit d’une analyse de la surreprésentation,
c'est-a-dire d’un test statistique qui détermine si certaines voies sont surreprésentées (enrichies) dans
les données soumises (liste des génes différentiellement exprimés) par rapport a la totalité des génes
contenus sur la puce Affymetrix (=20 000). Il est apparu que les processus métaboliques en général
étaient principalement affectés. Les données transcriptomiques décrites dans cette thése ont été
déposées dans le Gene Expression Omnibus du NCBI *° et sont accessibles via le numéro d'accés a la

série GEO GSE180644.
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Les résultats ci-dessus montrent que les champs de type électroporation ont un impact important sur
le transcriptome. Dans le contexte de notre étude, nous nous sommes particulierement intéressé aux
génes du matrisome, c’est-a-dire les genes codants des protéines de la matrice extracellulaire ou des
protéines qui y sont associées'®’. La liste des génes issue de I'analyse transcriptomique a ainsi été
analysée et annotée avec l'aide du « matrisome project » *® et sont présentés de facon exhaustive
dans les tableaux S3 (core matrisome) et S4 (matrisome-associated protein) en annexe 2. Les volcano-
plot montrent que la plupart des génes impactés par les impulsions électriques appartiennent au sous-
groupe des protéines associées au matrisome et sont principalement des protéines sécrétées comme
que des facteurs de croissance, des facteurs de régulation tels que les métalloprotéases MMPs et leurs
inhibiteurs, et des enzymes responsables de la réticulation de la matrice (Figure 31C). Nos travaux
présentés dans le chapitre précédent (IV.1) ont confirmé la capacité des champs de type

électroporation a favoriser la libération de facteurs de croissance et de cytokines **'.
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Figure 31 : Le contenu en ARN a été modulé dans le feuillet dermique soumis a I'électroporation. A. Signal ARN cété milieu
(enrichi en cellules) et coté Pétri (enrichi en ECM) du substitut dermique mesuré par IRTF-ATR 24h et 48h aprés application de
champs électriques de type GET et ECT. n>5, Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®),
électrotransfert de genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). n> 6. B. Genes différentiellement exprimés 4h apres
électrostimulation en conditions de contréle, GET et ECT, mesurés par analyse transcriptomique a I'aide d’une puce Affymetrix
Clariom S. n = 4. C. Graphique représentant les génes du matrisome différentiellement exprimés 4h aprés application de
champs électriques de type GET et ECT. La limite de significativité (ligne noire) est fixée pour une valeur p corrigée de 0,05. Les
cercles rouges et verts indiquent respectivement des génes significativement sur-exprimés et sous-exprimés. Analyse
transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4.
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Aucune variation majeure de l'intégrité des collagénes n’a lieu apres I'application des champs de

type GET et ECT.

Pour analyser I'organisation des collagénes dans tout le feuillet aprés I'application des parameéetres
électriques, des mesures DSC ont été effectuées sur des feuillets dermiques avant, 24h ou 48h apres
I'électroporation. La Figure 32A montre l'agrandissement d'une courbe DSC représentative d'un
feuillet dermique contréle dans la fenétre [50-75 °C]. Contrairement aux expériences IRTF-ATR, des
analyses DSC ont été réalisées en utilisant I'échantillon dans son intégralité, sans tenir compte de la
polarisation de I'échantillon. Le phénomeéne endothermique détecté dans la plage [55-70 °C] est
attribué a la dénaturation thermique irréversible des collagénes fibrillaires 32138139 |3 dénaturation
est ainsi caractérisée par AH, l'aire sous I'endotherme qui une fois normalisé a la masse seche donne
une mesure de I'enthalpie spécifique de dénaturation AHd. La Figure 32B montre qu’aucune différence
significative n'a été observée pour I'enthalpie de dénaturation AHd apres I'application des champs
électriques. L’analyse de la stabilité thermique des collagénes a également été réalisée via le calcul de
la température de dénaturation Tmid (température a laquelle 50% des collagénes sont dénaturés).
Aucune différence significative de la stabilité thermique des collagenes n’a été constatée (Figure 32B).
Les résultats indiquent qu’aucune variation majeure de l'intégrité des collagénes n’a lieu dans les 48h

qui suivent I'application des champs de type GET et ECT.
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Figure 32 : Aucune variation majeure de l'intégrité des collagénes n’a lieu aprés I'application des champs de type GET et ECT.
A. Courbe DSC représentative de la dénaturation thermique des collagénes dans la fenétre [50-75 °C]. B. Enthalpie spécifique
de dénaturation AHd mesurée par DSC sur des feuillets dermiques apreés application de champs électriques de type GET et ECT.
C. Température de dénaturation des collagenes des feuillets dermiques (Tmid) mesurée par DSC aprés application de champs
électriques de type GET et ECT. n>6 Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl),
électrotransfert de génes (GET) et électrochimiothérapie (ECT).
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La teneur en collagénes diminue de fagon transitoire aprés I'électroporation.

Le signal de la bande spécifique des collagenes (1338 cm-1) mesuré par IRTF-ATR a montré que la
teneur en collagénes dans les tissus diminuait 24h et 48h apres les impulsions du c6té le plus riche en
matrice (c6té pétri), mais uniquement aprés le protocole d’électrochimiothérapie (Figure 33A).
Sachant que I'IRTF-ATR permet une analyse superficielle du tissu (sur les premiers micrometres de
profondeur), la teneur totale en hydroxyproline a en paralléle été quantifiée dans le tissu apres
I’électroporation (Figure 33B). Quel que soit le protocole électrique appliqué, une diminution
significative allant de 35% a 50% de la teneur en collagénes dans le tissu a été observée une semaine
apres |'électroporation. Nous avons vérifié que cette diminution de la teneur en hydroxyproline une
semaine apres |'électrostimulation n'était pas due a une diminution du nombre de cellules vivantes
capables de synthétiser des collagénes. Aucune différence statistique entre la condition témoin (110
000 cellules + 10 300) et les conditions GET (116 000 cellules + 8 600) et ECT (130 000 cellules + 6 600)
n'a été observée. Par ailleurs, la quantité d’hydroxyproline dans les feuillets électroporés recouvrait
des niveaux équivalents au témoin 4 semaines apres les impulsions, ce qui démontre que I'application
des champs électriques a un effet transitoire (Figure 33B). Afin de déterminer si cette baisse de la
teneur en collagénes dans les feuillets était due a une diminution de leur synthése, le procollagéne |
(collagénes majoritaire dans le derme %) a été quantifié dans le surnageant de feuillets électroporés.
Une diminution significative d'environ 25% par rapport au contréle a été observée des 24h aprés
I'application des champs électriques et se maintenait au moins 48h aprés les impulsions (Figure 33C).
D’autre part, I'analyse transcriptomique montre également une diminution de certains ARNm de la

famille des collagenes (Figure 33D).
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Figure 33 : La teneur en collagénes diminue de fagon transitoire apreés I'électroporation. A. Fraction de collagenes c6té milieu
(enrichi en cellules) et c6té Pétri (enrichi en ECM) du substitut dermique mesuré par IRTF-ATR 24h et 48h aprés application de
champs électriques de type GET et ECT. n>6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles B. Teneur en hydroxyproline
dans les substituts dermiques aprés application de champs électriques de type GET et ECT. N=3, n>5. Analyses statistiques par
Anova unidirectionnelles C. Quantité de procollagéne 1al dans le surnageant de feuillets contréles et électroporés. N=3, n>12.
Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles D. Quantité relative d’ARNm de la famille des collagénes dans les feuillets
dermiques 4h aprés application de champs électriques de type électrotransfert de genes (GET) et électrochimiothérapie (ECT).
Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert

de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).
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L'électroporation diminue I'expression des enzymes de réticulation des collagénes.

La réticulation des composants de la matrice extracellulaire tels que les fibrilles de collagenes est
effectuée par les lysyl-oxydases (LOX), des amines oxydases dépendantes du cuivre. Les
transglutaminases jouent également un réle dans la réticulation des collagénes®. Le panel
d’expression de la famille des lysyl oxydases réalisé grace aux résultats obtenus en transcriptomique a
montré que I’homologue 4 de la lysyl oxydase (LOXL4) et la transglutaminase 2 (TGM2) étaient
statistiquement sous-exprimés dans les feuillets aprés les impulsions de types GET (-1,58 et -4,82
respectivement) et ECT (-2,11 et -5,9 respectivement) (Figure 34A). L'analyse transcriptomique des
ARNm de la famille des transglutaminases a indiqué une sous-expression de la transglutaminase 2 par
des changements de -5 fois et de -6 fois respectivement pour les impulsions de type GET et ECT (Figure
34B). TG2 est le membre le plus répandu et le plus exprimé de la famille des transglutaminases . ||
serait intéressant de compléter ces résultats en quantifiant ces protéines par ELISA et en réalisant des

tests fonctionnels.
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Figure 34 : L’expression de la Lysyl-oxydase LOXL4 et de la transglutaminase TGM2 diminue dans les fibroblastes apres
I’électroporation. Quantité relative d'ARNm de la famille LOX (A) et TGM (B) dans les feuillets dermiques 4h aprés application
de champs électriques de type électrotransfert de genes (GET) et électrochimiothérapie (ECT). Analyse transcriptomique

réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4.

L'électroporation augmente I'activité des MMPs sécrétées.

Les métalloprotéinases matricielles (MMP) sont les principales enzymes responsables de la
dégradation et du renouvellement des collagenes dans le derme. Nous avons donc cherché a savoir si
I’électroporation impactait la sécrétion et/ou I'activité des MMPs. L’activité des MMPs sécrétées dans
le milieu de culture a été mesurée jusqu'a 48h apres l'application des parametres électriques de type

GET et ECT. Les résultats indiquent une augmentation significative de |'activité des MMPs sécrétées

87



Résultats / Remodelage matriciel

des 6h apres I'électroporation (Figure 35A). Pour comprendre si ces résultats sont dus a une activation
accrue des MMPs déja sécrétées ou a une augmentation de la quantité de MMPs sécrétées, toutes les
pro-MMPs sécrétées ont été activées chimiquement avant de prendre les mesures. Les résultats n’ont
montré aucune différence de signal global 6h et 24h apres les impulsions, ce qui signifie que la quantité
de MMPs dans le surnageant est similaire entre les conditions controle et électrostimulées. Cependant,
48h apres les impulsions de type GET, I'activité des MMPs augmentait de maniéere significative, ce qui

pourrait indiquer qu’il y a plus de MMPs dans le milieu dans ces conditions (Figure 35B).
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Figure 35 : L'électroporation augmente l'activité des MMPs sécrétées. A. Activité des MMPs activées de maniére endogéne
dans le surnageant de feuillets dermiques apres application de champs électriques de type GET et ECT. N=3, n=12. Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles B. Activité des MMPs aprés activation chimique de toutes les pro-MMP sécrétées
dans le surnageant. N=2, n>4. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert
de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).

Nous avons ensuite analysé la modulation des ARNm de I'ensemble des membres de la famille des
MMPs (Figure 36A). 4h aprés I'électrostimulation, les ARNm MMP-1 (-3,5), et dans une moindre
mesure MMP-2, -14, -16 étaient régulés a la baisse tandis que I'ARNm de MMP-19 était régulé a la
hausse. Au niveau protéique, nous avons quantifié les MMPs les plus représentées au niveau cutané
par ELISA, a savoir MMP-1, -2, -3, et -9 7+72, Ces quatre métalloprotéinases matricielles ont été dosées
dans le milieu de culture cellulaire, dés 6h apres I'application des parameétres électriques de type GET
et ECT. La quantité de MMP-1 et MMP-2 diminuait légerement et transitoirement 6h apres les
impulsions alors qu'aucune différence significative n’était observée aprées les impulsions pour MMP-3.
En revanche, MMP-9 était 2 a 5 fois plus abondante dans le milieu, des 24h apres les impulsions de
type GET (Figure 36B). Au regard des résultats obtenus apres I'activation chimique des MMPS, on peut
supposer que la MMP9 est plus présente dans le milieu 48h apreés les impulsions de type GET (Figure

35).
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Figure 36: Le protocole GET augmente la sécrétion de MMP9. A. Quantité relative d'ARNm de la famille des MMPS dans les
feuillets dermiques 4h aprés application de champs électriques de type électrotransfert de génes (GET) et
électrochimiothérapie (ECT). Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4. B. Quantité de
MMP-1, -2, -3 et -9, dans le surnageant de feuillets dermiques aprés application de champs électriques de type GET et ECT.
N=2, n=6. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m) et
électrochimiothérapie (ECT A ).
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Etant donné que 'augmentation de I'activité des MMPs dés 6h aprés les impulsions n'était pas due a
une surproduction de ces protéines, telle que quantifiée au niveau des protéines, nous avons émis
I'nypothése que les inhibiteurs endogenes des MMPs étaient régulés a la baisse. L’analyse
transcriptomique des ARNm de la famille des TIMPs a mis en évidence une diminution des ARNm
codants pour TIMP3, un inhibiteur endogéne des MMP-1, -2, -3, -7, -9, -13, -14 et -15 (Figure 37A).
Dans les feuillets soumis a des impulsions de type GET, la différence d’expression de TIMP3 était de -
2,81 par rapport aux témoins. Cette diminution n’était pas significative dans les feuillets soumis aux
impulsions de type ECT. Nous avons donc cherché a valider ces données au niveau protéique grace a
un test ELISA, afin de savoir si 'augmentation de I'activité des MMPs sécrétées pouvait étre en lien
avec la diminution de cet inhibiteur endogéne. Cette analyse n’a révélé aucune différence statistique

d’abondance de TIMP3 dans le milieu aprés I'application des champs électriques des deux types (Figure

378B).
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Figure 37 : L'électroporation augmente l'activité des MMPs sécrétées indépendamment des TIMPs. A. Quantité relative
d'ARNm de la famille TIMPs dans les feuillets dermiques 4h aprés application de champs électriques de type GET et ECT.
Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix Clariom S. n = 4 B. Quantité de TIMP-3 dans le surnageant
de feuillets dermiques apres application de champs électriques de type GET et ECT. N=2, n=7. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).
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L'inhibiteur pharmacologique des MMPs restaure en partie la teneur en collagénes dans le tissu

électroporé.

Afin de déterminer le r6le des MMPs dans la diminution de la quantité d’hydroxyproline observée
apres les impulsions, un inhibiteur pharmacologique a large spectre appelé GM6001, également connu
sous le nom d'llomastat, a été ajouté dans le milieu de culture des feuillets apres les impulsions.
L'efficacité d'inhibition a été validée in vitro sur des feuillets témoins ainsi que sur des feuillets
électroporés (Figure 38A) puis la teneur en hydroxyproline dans les feuillets cultivés en présence de
100uM de GM6001 a été mesurée chimiquement 48h et une semaine apres |'électroporation, de la
méme fagon que précédemment. Dans ces expériences d’inhibition, la teneur en hydroxyproline dans
les feuillets une semaine aprés I'application des champs électriques de type ECT était statistiquement
identique a celle dosée dans les feuillets contréles, alors que I'efficacité semblait moindre aprés le
protocole de GET (Figure 38). Les analyses complémentaires effectuées en IRTF-ATR sur la face Pétri
(plus riche en MEC) des substituts dermiques 24h et 48h aprés |'électroporation ont confirmé que la
teneur en collagénes était restaurée en présence de GM6001 apreés le protocole d’ECT, alors qu'aucun
effet n'était détectable avec cette technique pour le protocole GET, indiquant que d'autres processus
pourraient étre impliqués. Le remodelage matriciel est un équilibre subtil entre synthése, maturation
et dégradation qui semble plus complexe aprés le protocole GET qu’aprés le protocole ECT. Etant
donné que les impulsions durent plus longtemps dans le protocole GET, il est possible que les cellules
soient plus affectées et développent une réponse plus complexe a ce stress. Un élément clé pour
soutenir cette hypothése est le nombre plus élevé de génes modulés par le protocole GET par rapport

au protocole ECT (606 contre 351 respectivement) tel que déterminé par I’analyse transcriptomique.
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Figure 38: L'électroporation induit un remodelage transitoire des collagénes principalement par les MMPs dans un substitut
cutané humain. A. Quantification par fluorimétrie de I'activité endogéne des MMPs dans le surnageant 48h apres application
de champs électriques de type GET et ECT en présence de 100 uM de GM6001. N=3, n=12 B. Teneur en hydroxyproline dans le
substitut dermique une semaine apreés application de champs électriques de type GET et ECT cultivée en présence (symboles
vides) ou en I’'absence de GM6001 (symboles pleins). N=3, n>6 C. Fraction de collagenes cété pétri (enrichi en MEC) du substitut
dermique mesuré par IRTF-ATR 24h et 48h aprés application de champs électriques de type GET et ECT en présence (symboles
vides) ou en I'absence de GM6001 (symboles pleins). n=6. Conditions contréle (Ctrl @), électrotransfert de génes (GET m) et
électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles.
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Les ROS sont responsables de I’activation soutenue des MMPs aprés les impulsions.

Les pro-MMPs inactives sont connues pour étre activées protéolytiquement dans I'espace
extracellulaire par des protéases endogenes et d'autres MMPs actives ou pour étre activées en
réponse a des signaux exogenes tels qu'un pH bas, de la chaleur, des especes réactives de I'oxygéne
(ROS) 7*72, Un pH bas peut étre raisonnablement exclu en raison du tamponnage du milieu de pulsation
et de culture cellulaire. La chaleur est un parametre qui peut également étre exclu car le tampon de
pulsation et les paramétres électriques sont congus pour rester dans des conditions athermiques 2. ||
est bien documenté que I'axe plasminogéne de type urokinase uPA /tPA /plasmine /MMPs contribue
a la dégradation des collagénes 7. Il a été rapporté que la plasmine active les pro-MMP-1, -3, -7, -9, -
10 et -13 dans un contexte de remodelage vasculaire %1, Nos résultats indiquent que les ARNm de la
famille SERPIN, également appelés inhibiteurs de l'activateur du plasminogéne (PAIl), qui est un
puissant inhibiteur de I'UPA/tPA, étaient fortement et statistiquement modulés aprées I’électroporation
(Annexe 2, tableau S4), en particulier la SERPINB2 en protocole GET (-3,48). Ainsi, nous avons choisi de
quantifier I'activité de la plasmine dans le surnageant 24h apres |'électroporation, un moment auquel
la suractivité des MMP est significative. Etonnamment, les résultats ont montré que I'application de
champs électriques induisait une diminution significative de I'activité de la plasmine dans le surnageant
des tissus (Figure 39A). La plasmine n'est donc pas responsable de I'activation des MMPs observée
apres l'électrostimulation. En revanche, il a été démontré que les champs électriques pulsés induisent
la production de ROS 2%, Des concentrations croissantes (1 mM et 5 mM) de N-acétyl-L-cystéine (NAC),
un puissant antioxydant qui augmente les pools cellulaires de piégeurs de radicaux libres, ont été
ajoutées %2, 3 |a fois au tampon de pulsation (lors de I'application des impulsions électriques) et dans
un milieu de culture cellulaire (Figure 39B). L'augmentation de la concentration de NAC a conduit a
une diminution statistique de la suractivation des MMPs. Cette dose-réponse observée établit
clairement le lien entre la suractivation des MMPs et les ROS. Afin de mieux discriminer quelle famille
de MMPs était impliqguée dans cette suractivation dépendante des ROS, nous avons utilisé des
substrats plus spécifiques (Figure 39C,D,E). Nous avons ainsi démontré que les gélatinases MMP-2 et -
9 ainsi que les stromélysines MMP-3 et -10 n'étaient pas activées par I'électroporation, méme si la
MMP-3 était la MMP la plus abondante au niveau protéique (de I'ordre du ng/ml) (Figure 36). Il
apparait ainsi que la suractivation ROS-dépendante des MMPs suite aux impulsions est due a |'activité
d'une ou plusieurs des MMPs suivantes, a savoir MMP-1, -7, -8, -12, -13, -14, -15, -16, sans pouvoir

identifier expérimentalement plus précisément les responsables.

93



Résultats / Remodelage matriciel

A B
* kkk
** 8 *kkk
150— *— qC) S 6x10%— *kkk *%
—_ — n L * % **
T . e -
3 . 5 < =
@ 100 u 0 2 4x104{ — © oo
< E . a9 & . %
IS J =0 O G
) o
g : . =2 % s=rTh
o o5 i
@ 50— % 5 8 2x104 e
s iL QT
2 - s Z
< t i
0 L A < 0 1T T T T T T T 1
T T T NN NI N
CTRL GET ECT NS PRSI ES ESA
CTRL GET ECT
C D
2000000 150000
::): ns ns ns ns 2 ns ns ns ns
14 ns ns ns ns ' _ns ns ns ns
~ 1500000 4 — — — - o
2 Qi‘ﬁi A < 100000 o i
o | o5 o
%1000000-*.‘ | 63‘ d *l?gg - §i§
= A = A
~cD 2 50000-
£ 500000~ =
S b3
< <
0 1 1 1 1 C 1 1 1 1
24h 24h 48h 48h 24h 24h 48h 48h
NAC 5mM NAC 5mM NAC 5mM NAC 5mM
E
150000 AREE
0.’: =) ~BAAK * Kk
00 LL *kk*
L B A ns ———om
N o .- 5 — —os—
o7 S 100000+ T = L os
— 5 ° g
a - o g % A @
gy ¢ E g i
= <! 50000~ o
\8 o™
—_
=z
sq
C 1 1 1 1
24H 24H 48H 48H
NAC 5mM NAC 5mM

Figure 39 : Les espéces réactives de I'oxygéene sont responsables de I’activation soutenue des MMPs aprés I’électroporation.
A. Activité plasmine quantifiée dans le surnageant 24h apres I’électroporation. N=2, n=7. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles B. Quantification par fluorimétrie de I'activité des MMPs endogéenes dans le surnageant 24h apres
application de champs électriques de type GET et ECT et culture en présence de concentrations croissantes d'inhibiteur de ROS
N-acétyl-L-cystéine (NAC). N=2 ou 3, n>4. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. C. L'activité gélatinase des MMP-
2 et -9 a été quantifiée par fluorimétrie en présence ou en I'absence de 5 mM de NAC. N=2, n=12. D. L'activité des MMP-3 et
10 a été quantifiée par fluorimétrie en présence ou en I'absence de 5 mM de NAC. N=2, n=12 E. L'activité des MMP-1, -7, -8, -
12, -13, -14, -15, -16 a été quantifiée par fluorimétrie en présence ou en l'absence de 5 mM de NAC. N=2, n=12. Conditions
contréle (Ctrl e), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles
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La quantité de glycosaminoglycanes sulfatés dans les feuillets n’est pas affectée par I'application des

champs électriques.

Les glycosaminoglycanes sont d’autres constituants de la matrice extracellulaire sujets au remodelage
par les MMPs. Comme I'ont démontré Magnan et ses collaborateurs #3, le modéle de feuillet dermique
est riche en GAGs. La teneur totale en glycosaminoglycanes sulfatés dans le substitut dermique, soit
principalement les kératanes et les dermatanes sulfates, a été déterminée apres application des
champs électriques de type GET et ECT. Cette analyse a démontré que la quantité de GAGs n'était pas
affectée par I'application des champs électriques. On peut toutefois constater une grande variabilité

entre les réplicas (Figure 40).
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Figure 40: La quantité de glycosaminoglycanes sulfatés dans les feuillets n’est pas affectée par I'application des champs
électriques. Quantification des glycosaminoglycanes sulfatés contenus dans les feuillets dermiques apres application de
champs électriques de type GET et ECT. N=3, n=12. Analyses statistiques par Anova unidirectionnelles. Conditions contréle
(Ctrl @), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).

Le facteur de croissance pro-fibrotique TGF-B1 est régulé a la baisse par I'application des champs

électriques.

La fibrose est associée a des modifications quantitatives et qualitatives de I'expression et du dépd6t
des collagenes. Il résulte de modifications de I'expression des collagenes, de leur biosynthese, de leur
réticulation enzymatique et de leur dégradation par les MMPs. Ces modifications moléculaires
conduisant a une signature fibrotique sont majoritairement régulées par le TGF-B, considéré comme
le principal inducteur pro-fibrotique'*. Fait intéressant, il apparalt dans nos expériences que les
champs électriques externes ont considérablement régulé a la baisse le TGF-B a la fois au niveau de
I'ARNm et des protéines (Figure 41 A, B). Pour aller plus loin, nous avons analysé d'autres facteurs
connus pour étre pro-fibrotiques et associés a des maladies fibrotiques, a savoir l'interleukine IL-4 et
surtout I'lL-13, dans I'espoir d'observer une diminution de leur expression apres électroporation, mais

leurs taux protéiques n'ont pas été modifiés dans nos expériences (Figure 41 C, D).
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Figure 41 : Le facteur pro-fibrogénique TGF-81 est régulé a la baisse par I'application de champs électriques pulsés. A.
Modulation de I'ARNm TGF-81 4h apres électrostimulation. Analyse transcriptomique réalisée a I'aide d’une puce Affymetrix
Clariom S. n = 4 B. Quantité de TGF-8 1 dans le surnageant de feuillets dermiques quantifiée par ELISA. N=3, n=12. Analyse
statistique par Anova unidirectionnelle. C. Quantité d’IL-4 dans le surnageant de feuillets quantifiée par ELISA. N=2, n=6.
Analyse statistique par Anova unidirectionnelle D. Quantité d'IL-13 dans le surnageant de feuillets quantifiée par ELISA. N=2,
n=6. Analyse statistique par Anova unidirectionnelle. Conditions contréle (Ctrl e), électrotransfert de génes (GET m) et

électrochimiothérapie (ECT A )
L'électroporation augmente la contractilité des fibroblastes dermiques.

Durant cette étude, nous avons constaté que les feuillets électroporés avaient plus tendance a se
déchirer que les feuillets non électroporés du méme age. Cela semblait étre la résultante de
I"augmentation des tensions mécaniques au sein du tissu aprés les impulsions. Nous avons donc émis
I’hypothése que I'application des champs de types GET et ECT pourrait favoriser la transdifférenciation

des fibroblastes en myofibroblastes. Le facteur le plus connu d’activation des fibroblastes, le TGF-$ a
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cependant été régulé a la baisse aprés les impulsions comme nous I'avons présenté ci-dessus (Figure
41). Des fibroblastes cultivés en monocouche et des feuillets dermiques témoins ou soumis a des
champs de type GET et ECT ont été fixés 4h30 apres les impulsions puis marqués contre I'a-SMA, le
marqueur principal des myofibroblastes. Ces immunomarquages ont révélé que trés peu de
fibroblastes étaient en effet positifs aprés les impulsions et que ce pourcentage n’était pas

statistiquement différent des témoins (Figure 42C).
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Figure 42 : L’électroporation n’induit pas de surexpression de I'a-SMA par les fibroblastes. A. Fibre de stress a-SMA+ (vert)
détectées par immunofluorescence dans des fibroblastes dermiques cultivés en monocouche, 4h30 apres électroporation par
ECT (600 V//cm) et GET (200 V//cm). Les noyaux sont marqués avec du Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 50um. B. Fibre de stress
a-SMA+ (vert) détectées par immunofluorescence dans des substituts dermiques, 4h30 aprés électroporation par ECT (1000
V/cm) et GET (600V/cm). Les noyaux sont marqués avec du Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 100um C. Pourcentage de cellules
positives a I'a-SMA aprés électroporation des fibroblastes en monocouche. n=10 Analyses statistiques par Anova

unidirectionelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ).
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Il est bien connu que les myofibroblastes a-SMA+ ont une activité contractile plus forte que les
fibroblastes a-SMA négatifs®3. Pour analyser la capacité des myofibroblastes & contracter la matrice
extracellulaire apres application de champ électrique, les fibroblastes ont été électroporés 4h30 avant
leur incorporation dans des gels de collagene. Le test de contraction sur gel de collagéne, d'abord
décrit par Bell et al. en 1979, est un outil classique en mécanobiologie pour étudier la contraction de
la matrice extracellulaire induite par les cellules *°. Les forces contractiles générées par les fibroblastes
intégrés dans la matrice 3D de collagéne se propagent dans tout le gel et réorganisent les fibres, ce qui
entraine une diminution de la taille du gel au cours du temps!*®. La mesure de la diminution de la taille
fournit alors un moyen direct d'évaluer la contractilité cellulaire. Pour cette expérience, les fibroblastes
dermiques ont été soumis a des champs électriques de type ECT (600 V/cm) et GET (200 V/cm) avant
leur intégration dans les gels de collagéne. Les gels ont ensuite été incubés dans du DMEM pendant
48h au cours desquelles I'aire du gel a été mesurée. Un gel sans cellules (non représenté) et un gel
contenant des fibroblastes non électroporés ont été utilisés comme témoins. Les fibroblastes soumis
aux deux protocoles d’électroporation ont contracté davantage le gel que les fibroblastes non
électroporés, et les gels acellulaires n'étaient pas du tout contractés (Figure 43). Aucune différence n’a
été observée entre les gels contenants des fibroblastes soumis au protocole GET et ceux soumis au
protocole ECT. Cela démontre que les champs électriques de type électroporation augmentent la
contractilité des fibroblastes dermiques sans pour autant induire la transdifférenciation des

fibroblastes.
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Figure 43 : Les champs électriques de type électroporation augmentent la contractilité des fibroblastes dermiques. A. Photos
macroscopiques de gels de collagene au cours du temps. Barre d’échelle 0,5 cm. B. Contraction de gels de collagéne au cours
du temps. Gel ensemencé avec des fibroblastes non traités (Ctrl ®), gel ensemencé avec des fibroblastes traités en

électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). N=6. Analyse statistique par Anova bidirectionnelle.
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Influence du donneur sur les résultats obtenus.

Dans le but de valider la reproductibilité des résultats obtenus dans ce chapitre, des feuillets dermiques
ont été cultivés avec des fibroblastes issus de trois donneurs différents ; le donneur 1 est celui utilisé
pour toutes les expériences de cette thése (Figure 44A). D’un point de vue macroscopique aucune
différence n’est visible entre les feuillets issus des trois donneurs (Figure 44B). Le procollagéne | a été
qguantifié dans le surnageant des feuillets 24h apres I'électroporation. Une diminution significative a
été observée chez tous les donneurs aprés l'application des champs électriques et était
particulierement importante dans le surnageant des feuillets du donneur 3 (D3) (Figure 44C). De fagon
intéressante, la quantité de procollagéne | sécrété par les fibroblastes dans les feuillets contréles était
statistiquement équivalente (Figure 44C). L'activité des MMPs sécrétées dans le milieu de culture a
ensuite été mesurée 24h apres l'application des champs électriques. Les résultats ont la encore
confirmé une augmentation significative de I'activité des MMPs sécrétées, bien que cette
augmentation soit plus faible dans le surnageant des feuillets D3 (Figure 44D). Comme pour le
procollagéne |, il n’y avait pas de différence statistique entre les surnageants des feuillets controéles

des trois donneurs (Figure 44D).
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Nom Sexe Age 0’r|‘g ine du
prélevement
D1 Masculin 3 ans Posthectomie
D2 Masculin 3 ans Posthectomie
D3 Féminin 34 ans Réduction mammaire
B 2
Donneur 1 Donneur Donneur 3
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Figure 44 : Les résultats obtenus sont comparables chez les 3 donneurs. A. Caractéristiques des différents donneurs. B. Aspect
macroscopique des feuillets dermiques issus des trois donneurs. C. Quantité de procollagene 1al dans le surnageant de
feuillets dermiques 24h apres application de champs électriques de type GET et ECT. N=1, n= 6. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles. D. Quantification par fluorimétrie de I'activité endogéene des MMPs dans le surnageant de feuillets
dermiques 24h aprés application de champs électriques de type GET et ECT. N=1, n= 12. Analyses statistiques par Anova
unidirectionnelles. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Barre
d’échelle 0,8 cm.
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c. Discussion
Dans ce chapitre nous avons démontré que le feuillet dermique était un modele polarisé trés riche en
matrice extracellulaire endogéne. Ceci avait été suggéré par Magnan et al en 2018 *3 sur un modéle
similaire. En effet, cette équipe avait constaté que les fibroblastes dans les feuillets dermiques étaient
principalement concentrés a la surface, tandis que les fibroblastes a l'intérieur de ceux-ci étaient
moins nombreux et aplatis 3. lls avaient également identifié par protéomiques dans le modéle plus
de 56 protéines de la matrice extracellulaire, parmi lesquelles des membres de 4 familles de collagénes,
11 protéoglycanes, 14 protéines impliquées dans les interactions cellule-matrice et matrice-membrane
basale et 8 protéines liées aux fibres élastiques 1*3. Cela démontre le haut degré de complexité de la
matrice extracellulaire du modéle de feuillet produit par auto-assemblage et confirme la pertinence
de son utilisation dans le contexte de cette étude. Nous avons également utilisé des méthodes
physiques telles que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier et la calorimétrie
différentielle a balayage qui se sont montrées particulierement intéressantes en combinaison avec les
approches classiques de biologie cellulaire et d’'imagerie pour la caractérisation du modele et I'étude

de I'effet des impulsions électriques.

L’analyse transcriptomique nous a permis d’enrichir cette étude et nous a montré que |'expression des
génes était fortement modifiée par I'application des champs électriques. Ce type de technique dite
« omics » génere une tres grande quantité de données et par conséquent seulement une faible partie
de ces données ont été exploitées pendant cette thése. Les outils de visualisation tels que GOrilla!®
fournissent une représentation graphique simple et informative des voies significativement enrichies
dans la liste des génes identifiés par transcriptomique. Une étude plus approfondie grace notamment

aux outils de bio-informatique permettrait de comprendre I'implication de certaines voies de

signalisation dans la réponse aux impulsions électriques.

Dans ce chapitre, nous avons montré que I'exposition aux champs de type électroporation induit un
remodelage transitoire des collagenes dermiques via la suractivation ROS-dépendante des
métalloprotéinases matricielles. A ce stade des investigations, aucune réponse claire ne peut étre
apportée concernant l'origine et le maintien de ces ROS. Etant donné que I'électrostimulation est un
événement bref (moins de 12 secondes), que la demi-vie des ROS est trés courte et que les substituts
dermiques sont retirés du tampon de pulsation quelques secondes aprés les impulsions, I'origine
cellulaire de ces ROS est la plus susceptible d'expliquer la suractivation soutenue des MMPs. Cette
suractivation résultait de I'activité d'une ou plusieurs des MMPs suivantes, a savoir MMP-1, -7, -8, -12,
-13, -14, -15, -16. De facon intéressante, les fibroblastes sont la source principale des collagénases

MMP-1, -8, -13 et des MMPs transmembranaires -14, -15, -16, dans la peau. Ces MMPs sont
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spécialisées dans la dégradation des collagénes fibrillaires (1, II, 111) ° ce qui corréle avec la dégradation
des collagenes observée dans le tissu apres les impulsions lors du dosage de I’"hydroxyproline et dans

les mesures par IRTF-ATR.

D’autres part, nous avons vu que les fibroblastes électroporés avaient la capacité de remodeler une
matrice 3D de collagene grace a 'acquisition de propriétés contractiles accrues. Cette observation
n’était pas corrélée a l'augmentation du nombre de myofibroblastes a-SMA+. Idéalement, il aurait été
intéressant de vérifier la quantité d’a-SMA exprimée en western blot. Cette partie n’étant pas au coeur
de ce travail, nous n’avons pas poussé plus loin les investigations. Toutefois, la capacité des champs
électriques a stimuler la contractilité des fibroblastes a été démontrée par Rouabhia et ses
collaborateurs **. Dans cette étude, les fibroblastes soumis a des courants continus de 0,5 a 2 V/cm

pendant 2 a 6h ont beaucoup plus contracté la matrice de gel de collagene que les fibroblastes non

soumis aux champs électriques’*’. Cette contraction accrue était corrélée 3 un niveau plus élevé d’a-
SMA exprimée par les fibroblastes aprés la stimulation'¥. Cependant, les paramétres électriques

employés dans cette étude étaient tres éloignés de ceux utilisés dans cette thése.

Les résultats obtenus en terme de remodelage matriciel pourraient étre corrélés avec les observations

réalisées par les médecins utilisant I'électrochimiothérapie, tout comme les patients eux-mémes, qui
notent une guérison esthétique et fonctionnelle des sites traités 2, Puisque I'électroporation est
déja employée de nos jours, des appareils validés (générateur, électrodes, dosimétrie, etc.) sont
disponibles et les médecins habitués a ce type de protocole. Ces recherches présentent donc un fort
potentiel translationnel, avec des résultats qui font de I’électroporation une stratégie thérapeutique

réaliste notamment dans le cas d'un dépdt excessif de collagénes, comme la fibrose cutanée par

exemple.
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3. Etude du potentiel pro-angiogénique des champs de type
électroporation dans des substituts dermiques micro-

vascularisés.

Les résultats présentés dans cette partie seront valorisés dans une publication en cours de rédaction.
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a. Résumé
Ce chapitre est consacré a I'étude du potentiel pro-angiogénique des champs de type électroporation.
Toutes les expériences dans ce chapitre ont été réalisées avec les mémes paramétres électriques que
ceux utilisés dans le chapitre précédent sur les substituts dermiques soit : électrotransfert de gene GET
(10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm) et électrochimiothérapie ECT (8 impulsions, 100 ps, 1Hz,
1000V/cm), comme dans le chapitre 1V.2. Ces parameétres assurent 100% d’électroperméabilisation

réversible et maintiennent la viabilité des fibroblastes dermiques dans le modele de feuillet. Pour ce

volet, nous avons utilisé deux types de modéles : le modele simple de cellules endothéliales cultivées

en 2D en monocouche et le modele 3D de substituts dermiques micro-vascularisés. Ce modele 3D
consiste a cultiver des feuillets dermiques comme précédemment et a les ensemencer avec des
cellules endothéliales de maniere a favoriser I'auto-assemblage d’un réseau microvasculaire a la
surface des feuillets. Nous avons utilisé des cellules endothéliales de veine de cordon ombilical
(HUVEC) GFP+, gracieusement données par I’équipe du Dr Rachidi, afin de pouvaoir visualiser le réseau
sous microscopie a fluorescence. La mise au point du modele micro-vascularisé a demandé quelques
semaines. En effet, la densité d’ensemencement des HUVECs est une condition critique pour la
formation de réseaux. Tandis qu’une trop faible densité induit la mort des cellules, une densité trop

élevée ou une mauvaise homogénéité dans les puits a pour conséquence la formation de plaques de

cellules qui ne forment pas de réseaux (Figure 45).

HOMOGENEITE D’ENSEMENCEMENT

NOMBRE DE PLAQUES

Figure 45 : Impact de I’'homogénéité et de la densité d’ensemencement sur la formation de réseaux vasculaires.
Les cellules endothéliales HUVEC-GFP+ sont en vert.

Le schéma de notre stratégie expérimentale est décrit dans la Figure 46. Les résultats obtenus en

transcriptomique et par tests ELISA aprés I'électroporation de feuillets de fibroblastes non-
vascularisés, décrits plus loin dans ce chapitre, montrent que les champs de type ECT et GET stimulent
la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques tels que VEGFA, bFGF et PDGFA. Nous avons donc choisi
d’étudier I'effet du sécrétome de feuillets électroporés sur la migration de cellules endothéliales

cultivées en 2D et sur la formation de réseaux vasculaires dans le modeéle de substitut dermique micro-

104



Résultats / Angiogenése

vascularisé. Pour réaliser ce suivi en temps réel, nous avons utilisé le vidéomicroscope IncuCyte

(Sartorius) pour générer et analyser les images.

Ces expériences ont montré que le sécrétome de feuillets dermiques électroporés avec des parameétres
de type GET et ECT stimule significativement la migration d’HUVECs en monocouche dans un test de
fermeture de plaie standardisé. Dans un contexte 3D, les réseaux matures (J7) de feuillets micro-
vascularisés ne sont pas du tout affectés par la présence de milieux conditionnés, ni en termes de
longueur du réseau, ni en nombre de ramifications. Cette expérience devra étre répétée sur des
réseaux immatures en cours de formation (J3) car ceux-ci pourraient étre stimulés par les facteurs de
croissance présents dans les milieux conditionnés. D’autre part, les cellules endothéliales
ensemencées sur des feuillets dermiques électroporés 24h auparavant forment des réseaux plus longs
et plus ramifiés que celles ensemencées sur des feuillets non électroporés. Nous avons démontré dans
le chapitre IV.2 que 7 jours aprés les impulsions, la quantité de collagénes était significativement
diminuée dans le tissu. |l serait intéressant de réitérer cette expérience en ensemencant les HUVECs
sur des feuillets dermiques une semaine aprés I'électroporation afin d’observer I'effet du

remaniement matriciel sur la formation des réseaux.

La survie des cellules du réseau microvasculaire a la suite de I'application directe des champs
électriques sur le feuillet micro-vascularisé a également été suivie par vidéomicroscopie en temps réel.
L’électroporation directe de réseaux vasculaires (parametres conservant la viabilité des fibroblastes
dermiques dans le modeéle) a induit une apoptose précoce des cellules endothéliales conduisant a une
chute drastique de la longueur du réseau pour les parameétres de GET, mais permet, pour des raisons
non encore élucidées, le maintien du réseau pour les paramétres ECT. Cette différence de réponse
montre que les paramétres utilisés en GET affectent plus les cellules que les paramétres ECT (Figure
46D). Cela correle avec différentes observations faites au cours de cette thése montrant notamment
un plus fort impact du GET sur I'expression des génes et des mécanismes plus complexes mis en jeu

lors du remodelage matriciel.

105



Résultats / Angiogenése

A

Transfert de 50ul de milieu conditionné
sur HUVEC non exposées

/\ MIGRATION

+ E - +50ul de milieu frais
p p p p .

Plague 1 Plaque 2

Electroporation des substituts HUVEC blessées
dermiques et culture pendant 24h

B Transfert de 500ul de milieu conditionné
sur substituts microvascularisés non exposés

LONGUEUR DU RESEAU

/\ NOMBRE DE RAMIFICATIONS

+500ul de milieu frais

E

Plaque 1 Plaque 2

Electroporation des substituts Substituts dermiques
dermiques et culture pendant 24h microvascularisés (7j)

C Retrait du surnageant et

ensemencement des HUVEC FORMATION ET LONGUEUR DU RESEAU
NOMBRE DE RAMIFICATIONS
L.

vl
L’ . R
— (7
HUVEC GFP+
—— —

Plaque 1 Plaque 1

Electroporation des substituts Substituts dermiques électroporés
dermiques et culture pendant 24h ensemencés avec HUVEC
D
+ marqueur Annexine V APOPTOSE
E
+ —— -

Plaque 1

Electroporation de substituts dermiques
microvascularisés (7j)

Figure 46 : Vue d’ensemble du plan expérimental pour tester les effets directs, indirects et mixtes de I’électroporation sur les
cellules endothéliales par vidéomicroscopie. A. Migration des cellules endothéliales cultivées en 2D en présence de milieu
conditionné 24h (sécrétome de feuillets dermiques électroporés). B. Longueur et nombre de ramifications du réseau vasculaire
de substituts dermiques micro-vascularisés cultivés en présence de milieu conditionné 24h (sécrétome de feuillets dermiques
électroporés). C. Formation des réseaux vasculaires apres I'’ensemencement des HUVECs sur des substituts dermiques
électroporés 24h auparavant. D. Suivi de I'apoptose des réseaux vasculaires de substituts micro-vascularisés aprés
électroporation.
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b. Résultats

Les fibroblastes électroporés sécretent des facteurs pro-angiogéniques.

Physiologiquement, I'angiogenése est un processus finement régulé par un équilibre entre des facteurs
pro- et anti-angiogéniques. Les facteurs pro-angiogéniques classiques sont le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF), le facteur de croissance des fibroblastes-2 aussi appelé FGF-basic (FGF-
2 ; FGFb), et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) °°. Le panel d’expression des ARNm
codant ces facteurs pro-angiogéniques réalisé grace aux résultats obtenus en transcriptomique a
montré que I'isoforme A du VEGF et du PDGF étaient statistiquement surexprimés dans les feuillets 4h
apres les impulsions de types GET (+3,15 et +1,91 respectivement) et ECT (+2,92 et +2,32). L'expression
du facteur de croissance des fibroblastes basique n’était au contraire pas statistiquement modifiée
aprés les impulsions (Figure 47A). Au niveau protéique, la quantification des facteurs pro-
angiogéniques dans le milieu conditionné montre que les fibroblastes électroporés sécretent plus de
VEGFA des 24h apreés les impulsions de type GET et ECT (Figure 47B), et sécretent massivement du
PDGFA dés 6h (Figure 47C). La quantité de FGFb explosait dans le milieu 6h aprés les impulsions puis
retrouvait des niveaux équivalents au contréle dans les 24H, ce qui pourrait s’expliquer par un
relargage de facteurs préexistants contenus dans des vésicules (Figure 47D). Ces résultats sont en
accord avec ceux observés en monocouche, ou I'on observait également une augmentation des ARNm
VEGFA et PDGFA mais pas de ’ARNm FGFb (FGF-2) ainsi qu’'une augmentation de I'abondance de
VEGFA et PDGFAA dans le milieu (Chapitre 1, Figure 25). Un ELISA multiplex a permis de quantifier
rapidement un panel de facteurs lié a I'angiogenése, notamment les isoformes VEGFC et VEGFD, ainsi
que le facteur de croissance placentaire PGF. Une tendance a la baisse de la quantité de VEGFC et de
PGF dans le milieu était observable aprés les impulsions (Figure 47F), tandis que le VEGFD était
indétectable quelles que soient les conditions (données non présentées). Aucune modulation des
ARNmM correspondants n’avait lieu 4h aprés I'application des impulsions d’aprés les données obtenues

en transcriptomique (Figure 47E).

107



Résultats / Angiogenése

A B
5 w GET 1500 ns - .
= w ECT — = -
g a
é ns < _ 1000 ',
2 5 E :
b =y s &%
> b ]
Z 500- = +
e
£ ns ® t L Y
-2 T T T t A
VEGFA PDGFA FGF
G G GFb 0—a—mp— - T T
6h 24h 48h
C D
25000 1 et A 1500 *
X *k k% X or
20000 - N u L.
1000 B A
. m A _
£ g 150004 @ 2z
Q> & A )
a ©10000 ‘ =3
’ L 2 5004 " )
]
5000 - %
[ ‘ . A e = A
ol— . r'e VS o—j—.——i—i-é—l-ﬁ—i—
6h 24h 48h 6h 24h 48h
E F
2 2000 800+
mm CGET . ns
@ ns wm ECT " s
2 1 1500 ° 600 °
5 = .
E QE e -I- .
T 0+ w £ - rR T e
g 8 glmo * i A g g4w *k%k .. % _i—
— u
g 7 ns 500 —— = ¥a 200 ; =
ns K "
< ns ns - t 3 "
2= T O_A.*_ﬁ_*i_l_ 0-
<
P

ﬁ;.ié T
6h 2

4h 48h

Figure 47 : Les fibroblastes électroporés sécrétent des facteurs pro-angiogéniques. A. Modulation des ARNm VEGFA, PDFGA
et FGFb dans les feuillets dermiques 4h apres application de champs électriques de type GET et ECT. n= 4. B. Quantité de
VEGFA dans le surnageant de feuillets dermiques aprés application de champs électriques de type GET et ECT. N=1,n=8. C.
Quantité de PDGFA dans le surnageant de feuillets dermiques apres application de champs électriques de type GET et ECT. N
=2, n=12. D. Quantité de FGFb dans le surnageant de feuillets dermiques aprés application de champs électriques de type
GET et ECT. N = 1, n = 8. E. Modulation des ARNm PGF et VEGFC dans les feuillets dermiques 4h apres application de champs
électriques de type GET et ECT. n= 4. F. Quantité de PGF et de VEGFC dans le surnageant de feuillets dermiques aprées
application de champs électriques de type GET et ECT. N = 1, n = 8. Condlitions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de génes (GET ;
10 impulsions, 5ms, 1Hz, 600V/cm m) et électrochimiothérapie (ECT ; 8 impulsions, 100 us, 1Hz, 1000V/cm A ). Analyses
statistiques par Anova unidirectionnelles. Facteur de croissance des fibroblastes basique (FGFb); Sous-unité A du facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGFA) ; Facteur de croissance placentaire (PGF); Facteur de croissance endothélial
vasculaire A (VEGFA) ; Facteur de croissance endothélial vasculaire C (VEGFC).
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Les milieux conditionnés par les feuillets dermiques électroporés améliorent la migration des

HUVECs.

Afin d'évaluer les effets indirects de I'application d’un champ électrique sur les propriétés des cellules
endothéliales, des tests de fermeture de plaie ont été réalisés avec des cellules endothéliales de veine
de cordon ombilical (HUVEC) cultivées en présence de milieux conditionnés 24h par les feuillets
dermiques électroporés. A cet effet, des plaies de taille calibrée ont été réalisées grace au
Woundmaker sur des monocouches d’"HUVECs puis les images de fermeture ont été acquises et
analysées par le videomicroscope IncuCyte et son logiciel associé. L'application de masques lors du
traitement des images permet ainsi de déterminer la confluence de la plaie heure par heure apres
|'ajout des milieux conditionnés (Figure 48A et Vidéo 3). Dans ce plan expérimental, les HUVECs n'ont
jamais été soumises a un champ électrique, mais ont été cultivées dans un milieu composé pour moitié
de milieu de culture conditionné pendant 24h par des feuillets de fibroblastes dermiques exposés aux
champs de type GET et ECT et pour moitié de milieu de culture frais. Les analyses statistiques réalisées
montrent qu'au cours des premieres 24 heures, le milieu conditionné par les fibroblastes soumis a des
impulsions de type GET et ECT a significativement amélioré la fermeture de la plaie par rapport au
controble. Cette augmentation de la migration est significative dés la premiére heure dans les conditions
GET et la fermeture totale de la plaie a lieu environ 12h aprés I'ajout de milieu conditionné dans les
conditions en électroporation et seulement 16h apres dans la condition contrdle (Figure 48B). Afin de
s'assurer de la fiabilité des résultats obtenus, il faudra augmenter le nombre d’expériences

indépendantes.
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Figure 48 : Les milieux conditionnés par les fibroblastes électroporés améliorent la migration des HUVECs. A. Quantification
de la migration des HUVECs dans les tests de fermeture de la plaie. La ligne bleu clair délimite la zone occupée par les cellules
au fil du temps et la ligne bleu foncé la zone de plaie initiale B. Evolution temporelle de la migration des HUVECs aprés
l'application de milieux conditionnés de substituts dermiques électroporés. N=1, n=3. Conditions contréle (Ctrl e),
électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova bidirectionnelles.

Les milieux conditionnés des feuillets dermiques électroporés n'ont pas d’effet sur la densité des

réseaux vasculaires matures.

Pour aller plus loin dans I'évaluation des effets indirects du sécrétome de fibroblastes électroporés,
nous avons utilisé un modele 3D de substituts dermiques micro-vascularisés. Dans ce modeéle
précédemment caractérisé par Gibot et al.,, les cellules endothéliales HUVECs s’organisent
spontanément en un réseau ramifié de capillaires fonctionnels. Les marquages réalisés sur les coupes
de substituts microvascularisés montrent des lumiéres de capillaires bien définies et I'expression des
composants de la membrane basale tels que la laminine et le collagéne IV %. En bref, la préparation
de ce modeéle consiste a cultiver des feuillets dermiques comme décrit dans la partie précédente (1V.2)
et de les implémenter avec des cellules endothéliales de maniere a favoriser la formation spontanée

de réseaux microvasculaires a la surface. L'utilisation d’"HUVECs GFP+ nous a permis de visualiser le
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réseau par vidéomicroscopie a fluorescence puis d’analyser la longueur et la densité de celui-ci. Des
substituts dermiques micro-vascularisés agés de 7 jours ont été cultivés dans un milieu composé pour
moitié de milieu de culture conditionné pendant 24h par des feuillets de fibroblastes dermiques
exposés aux champs de type GET et ECT et pour moitié de milieu de culture frais. Dans ce plan
expérimental, les HUVECs n'ont jamais été soumises a un champ électrique. L'évolution du réseau
vasculaire a ensuite été monitoré par vidéomicroscopie (Figure 49A,B) pendant 3 jours. Les analyses
statistiques ont montré que les réseaux matures (J7) de feuillets micro-vascularisés n’étaient pas
affectés par la présence de milieux conditionnés, ni en termes de longueur du réseau, ni en nombre
de ramifications. Une tendance a la baisse du nombre de ramifications est observable en présence de
milieux conditionnés de feuillets électroporés sans toutefois étre significative (Figure 49B). On peut
constater que les réseaux matures évoluent trés peu au cours du temps, que ce soit en présence de
milieu conditionné ou chez les témoins. Il serait donc pertinent de réitérer cette expérience sur des
réseaux immatures en cours de formation (J3) car ceux-ci pourraient plus vraisemblablement étre

stimulés par les facteurs de croissance présents dans les milieux conditionnés.

A —e— Control —e— Control
101 = GET 20+ = GET
-+ ECT -+ ECT

[
ol
1

10- ns|ns

Longueur du réseau (mm/mm?)

Nombre de ramifications (par mm2) @

0 10 20 30 40 50 60 70 0 0 20 30 40 50 60 70
Temps (h) Temps (h)

Figure 49 : Les milieux conditionnés des feuillets dermiques électroporés n'ont pas d’effet sur les réseaux vasculaires matures.
A. Evolution dans le temps de la longueur du réseau mature (7)) aprés I'application de milieux conditionnés 24h de substituts
dermiques électroporés. B. Evolution dans le temps du nombre de ramifications du réseau mature (7j) apreés I'application de
milieux conditionnés 24h de substituts dermiques électroporés. N=1, n=8. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert de
genes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova bidirectionnelles.

L’électroporation des substituts dermiques stimulent la formation des réseaux d’"HUVECs.

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que I'électroporation modifie le comportement
cellulaire des fibroblastes dermiques et induit le remodelage matriciel dans le modéle de substitut
dermique. Afin de déterminer I'impact potentiel de ces phénomeénes dans la formation de réseaux
vasculaires, des cellules endothéliales ont été ensemencées sur des feuillets dermiques électroporés

24h auparavant. Dans ce plan expérimental, les HUVECs n'ont jamais été soumises a un champ
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électrique. La formation des réseaux a ensuite été monitorée par vidéomicroscopie a fluorescence
pendant 96h apres I'ensemencement des HUVECs (Figure 50A et Vidéo 4). Comme le montre la Figure
50, les cellules endothéliales ensemencées sur des feuillets dermiques électroporés formaient des
réseaux plus longs et plus ramifiés que celles ensemencées sur des feuillets non électroporés. Nous
avons démontré dans le chapitre V.2 qu’une semaine apreés les impulsions électriques, la quantité de
collagenes était statistiquement diminuée dans le tissu. Il serait intéressant d’ensemencer les HUVECs
sur des feuillets dermiques une semaine aprés |'électroporation afin d’observer I'effet du

remaniement matriciel sur la formation des réseaux.
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Figure 50 : L’électroporation des substituts dermiques stimulent la formation des réseaux d’HUVECs. A. Formation d’un réseau
d’HUVEC (vert) détecté par vidéomicroscopie Oh, 24h et 96h aprés I'ensemencement des HUVECs sur des feuillets dermiques
électroporés 24h auparavant. B. Evolution dans le temps de la longueur du réseau aprés ensemencement sur substituts
dermiques électroporés 24h auparavant. C. Evolution dans le temps du nombre de ramifications du réseau apres
ensemencement sur substituts dermiques électroporés 24h auparavant. N=1, n=8. Conditions contréle (Ctrl ®), électrotransfert
de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT A ). Analyses statistiques par Anova bidirectionnelles.
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Les deux protocoles d'électroporation induisent différents mécanismes de mort cellulaire des

réseaux d’HUVECs.

L'effet des champs électriques pulsés en application directe a été étudié en soumettant des substituts
dermiques micro-vascularisés agés de 7 jours a des champs électriques de type GET et ECT. L’évolution
de la longueur des réseaux et I'induction de I'apoptose ont été monitorés par vidéomicroscopie grace
a I'ajout d’'un marqueur de I’Annexine V Red et par le suivi de I'expression du transgéne GFP (Figure
51A). Afin de maintenir une cohérence avec les expériences précédentes, les parametres utilisés
étaient ceux conservant la viabilité des fibroblastes dermiques au sein du modéle. Dans ces conditions,
|’électroporation directe des réseaux microvasculaires conduit a une apoptose précoce de cellules
endothéliales corrélée a une chute drastique de la longueur du réseau pour les parametres de type
GET (Figure 51B,C,D). Au contraire, la longueur du réseau est conservée durant les 3 jours
d’observation apreés I'application des champs de type ECT comme le montre le maintien du marquage
GFP, et ce, malgré l'augmentation du marquage Annexine V (Figure 51B,C,D). Un marquage
complémentaire a I'externalisation des phosphatidylsérines, par exemple I'activation des caspases,
permettrait de déterminer s’il s’agit bel et bien de mort cellulaire dans le cas de I'ECT. La différence de
réponse entre les deux types de protocoles montre que les parameétres utilisés en GET affectent plus
les cellules que les parameétres ECT. Cela correle avec différentes observations faites au cours de cette
thése montrant notamment un plus fort impact des champs de type GET sur la modulation de
I’'expression des genes (Figure 31) et des mécanismes plus complexes mis en jeu lors du remodelage

matriciel (Figure 38).
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Figure 51 : Les deux protocoles d'électroporation induisent différents mécanismes de mort cellulaire des réseaux d’"HUVECs. A.
Réseaux HUVEC GFP+ (vert) et annexine V+ (rouge) détectés par vidéomicroscopie sur des substituts dermiques micro-
vascularisés 40h aprés application de champs électriques de type GET et ECT. B. Evolution dans le temps de la surface totale
d’image occupée par des objets rouges (annexine V+) aprés application de champs électriques de type GET et ECT. C. Evolution
temporelle de la surface totale d’image occupée par des objets verts (GFP+) aprés application de champs électriques de type
GET et ECT. D. Evolution temporelle de la longueur du réseau aprés application de champs électriques de type GET et ECT.
N=1, n=6. Conditions contréle (Ctrl e), électrotransfert de génes (GET m) et électrochimiothérapie (ECT

statistiques par Anova bidirectionnelles.
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c. Discussion

Une des premieres études suggérant un effet pro-angiogénique des champs électriques avait
démontré que I'expression de 'ARNm VEGF était significativement augmentée dans les cellules
musculaires squelettiques exposées a une stimulation électrique pulsée 5. Plus tard, Zhao et al ont
confirmé que I'application de champs électriques sur des cellules endothéliales HUVEC en culture
stimulait la sécrétion de VEGF et induisait la réorientation, I'allongement et la migration des cellules
endothéliales via |'activation des récepteurs du VEGF *2. Les réponses pro-angiogéniques activées par
les récepteurs VEGF seraient ensuite transmises via les voies PI3K-Akt et Rho-ROCK entrainant la
réorganisation du cytosquelette d’actine >2. Dans notre étude, les effets pro-migratoires du sécrétome
de feuillets dermiques électroporés sur les HUVEC pourraient donc étre attribués a la quantité accrue
de facteurs pro-angiogéniques, tels que le VEGFA, comme nous |'avons quantifiée. Au contraire, la
guantification des isoformes VEGFC et VEGFD par ELISA multiplex a révélé une tendance a la baisse
pour le VEGFC aprés les impulsions et une absence de VEGFD détectable quelles que soient les
conditions (Figure 47). L'effet pro-migratoire observé serait donc principalement le fait de I'isoforme

VEGFA.

Nous avons également observé que I'électroporation de substituts dermiques stimule la formation des
réseaux d’"HUVEC lorsque les cellules endothéliales étaient ensemencées 24h apres les impulsions.
Nous pouvons émettre I'"hypothése que les facteurs libérés par les fibroblastes durant plusieurs jours
et la réorganisation de la matrice a la suite des impulsions favorisent la formation des réseaux
vasculaires et la création de ramifications. En effet, le remodelage de la matrice extracellulaire peut
avoir des effets pro- et anti-angiogéniques. Le remodelage de la matrice extracellulaire par les
métalloprotéases favorise par exemple la migration des cellules et la formation de nouveaux vaisseaux
199 De plus, la libération de facteurs de croissance liés a la matrice et de fragments protéolytiques de
molécules matricielles peuvent influencer positivement ou négativement la formation de tubes

endothéliaux *°.

Par conséquent, les molécules de la matrice extracellulaire et les événements de
remodelage jouent un réle important dans la régulation de I'angiogenése. Il serait intéressant de
répéter cette expérience en ensemencant les HUVECs sur des feuillets dermiques une semaine apres
I’électroporation, au moment ou les collagenes sont les plus dégradés, afin de savoir si une matrice

moins dense influence la formation des réseaux microvasculaires.

Enfin, I'application directe des champs électriques sur les réseaux vasculaires induit une apoptose
précoce des cellules endothéliales et une chute drastique de la longueur du réseau pour les paramétres
de GET. Nous avons souhaité conserver les mémes parametres électriques que ceux utilisés pour la

génération des sécrétomes, c’est-a-dire les parameétres permettant de conserver la viabilité des
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fibroblastes dans le substitut dermique. Nous n’avons par ailleurs pas vérifié la perméabilisation des
cellules endothéliales dans ce modéle micro-vascularisé. La pénétration d’iodure de propidium que
nous utilisons généralement pour le faire, aurait été complexe dans ce cas, étant donné le grand
nombre de cellules présentes dans le feuillet (environ 100 000 fibroblastes et quelques dizaines de
milliers de cellules endothéliales). Cependant, la littérature nous apprend que la perméabilité des

150 Le remodelage des

cellules endothéliales est fortement augmentée apres |'électroporation
jonctions cellulaires (CD31 et VE-Cadherin) aprés électroporation a été observé in vitro et in vivo et
était associé a une augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins °*152, Dans notre cas, il
est probable que les paramétres appliqués aient induit une perméabilisation irréversible des cellules

endothéliales conduisant a leur mort par apoptose, au moins dans le cas des paramétres GET.

En conclusion, nous avons vu que I'application de champs électriques de type électroporation stimule
la migration des cellules endothéliales en monocouche ainsi que la formation de réseaux
microvasculaires dans un modele de substitut dermique micro-vascularisé. Ces effets semblent médiés
par le sécrétome des fibroblastes et pourraient étre potentialisés par le remodelage matriciel qui a lieu

apres les impulsions électriques.
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4. Etude de I'effet des champs de type électroporation sur

un modele de plaie dans un substitut cutané.

Les colorations histologiques et immunofluorescences présentées dans ce chapitre ont été réalisées

par le laboratoire NOVOTEC (Lyon).
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a. Résumé

L'objectif de ces travaux préliminaires était d’utiliser un modéle de plaie mis au point a partir de
substituts cutanés générés par auto-assemblage afin d’étudier I'effet des champs électriques utilisés
en électrochimiothérapie sur les processus de guérison des plaies. L’hypothése que les champs
électriques de type électroporation favoriseraient la cicatrisation des plaies cutanées est soutenue par
la littérature et par les résultats obtenus pendant ce travail de theése. D’une part, dans le cadre de
I"utilisation clinique de I’électrochimiothérapie, les cliniciens observent couramment une cicatrisation
esthétique et fonctionnelle des plaies sur les sites traités °°. D’autre part, les travaux réalisés durant
cette these nous ont permis de démontrer que les champs électriques appliqués en électroporation
stimulent le remodelage matriciel par les MMPs, la libération de nombreux facteurs de
croissances favorisant la migration des fibroblastes et des cellules endothéliales, et la formation de
réseaux vasculaires in vitro 137153,

La cicatrisation est un processus se déroulant en trois étapes®® : I'inflammation, la prolifération et la
maturation (Figure 52). La deuxiéme étape se caractérise par la prolifération et la migration de
différents types cellulaires. Durant cette phase, les kératinocytes présents aux bordures de la plaie
vont proliférer puis migrer pour recouvrir la plaie et ainsi rétablir la fonction barriére de la peau, c’est
le phénomene de ré-épithélialisation. Le processus d’angiogenéese débute alors, et assure la mise en
place de nouveaux capillaires. Les fibroblastes sécrétent des collagénes qui permettent la formation
du tissu de granulation fournissant un support de migration pour les kératinocytes >*15°, Pour finir, les
fibroblastes présents aux marges de la plaie, stimulés par des facteurs de croissance sécrétés ainsi que
par les tensions exercées par le tissu de granulation, sont activés et une partie d’entre eux se
différentie en myofibroblastes. La troisieme étape consiste en un remodelage du tissu cicatriciel, qui
commence 2 a 3 semaines apres la blessure et peut durer plusieurs mois. Les MMPs jouent un role

crucial pendant toutes les phases de la cicatrisation cutanée 1,
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Inflammation Proliferation Maturation

Coagulation, migration des cellules
immunitaires, libération de médiateurs
pro-inflammatoires

Migration et prolifération cellulaires,
angiogeneése, dépot de matrice

Contraction de la plaie, remodelage de
matrice

Figure 52 : Les grandes étapes de la cicatrisation. Réalisé grdce a la banque d’images Biorender
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La premiére étape de ce travail a été de générer des substituts cutanés composés d’un derme et d’un
épiderme correctement différencié. Les résultats obtenus apreés fixation et coloration des échantillons
ont démontré que 12 jours semblaient étre la période optimale pour I'obtention d’un épiderme de
qualité avec la présence d’une belle couche cornée. Dans un deuxieme temps, un modele de plaie a
été généré en réalisant des blessures de taille calibrée sur les substituts cutanés a I'aide de punchs a
biopsie de 4 mm de diamétre. Les substituts blessés ont été soumis a des champs électriques de type
électrochimiothérapie de I'ordre de 1300 V/cm (8 impulsions, 100 ps, 1Hz). Lintensité du champ
électrique appliqué dans cette partie a été légérement augmentée en comparaison avec celui utilisé
dans les chapitres précédents (1000 V/cm) afin de tenir compte de I'effet isolant de la couche cornée
et de la distribution non-homogéne du champ électrique lorsqu’il est appliqué sur un tissu plus épais
103104 || s’agit des parameétres préconisés en clinique *%. Le processus de cicatrisation aprés les

impulsions a été suivi grace a la mesure de la perte en eau transépidermique (TEWL) et de I’évolution

de la taille de la plaie au cours du temps.

Les données préliminaires obtenues sur ce modéele montrent que les champs électriques ne modifient
pas la structure du tissu ni I’'expression des marqueurs de différentiations de I’épiderme sur les parties
non-blessées. Les résultats obtenus pour le moment au niveau de la blessure ne permettent pas de
tirer de conclusion sur I'impact de I'électroporation de type ECT dans le processus de fermeture de la

plaie.
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b. Résultats
Caractérisation du modele de substitut cutané généré par auto-assemblage

Pour produire des substituts cutanés, des substituts dermiques ont été générés comme décrit dans le
matériels et méthodes. Ensuite, des kératinocytes primaires extraits d’'une biopsie cutanée ont été
ensemencés par-dessus un tiers des feuillets dermiques et cultivés pendant 48h dans du milieu de
prolifération. Deux substituts dermiques et un substitut avec kératinocytes ont ensuite été empilés
puis placés en culture a I'interface air-liquide (Figure 53). Dans un premier temps, les substituts cutanés
ont été cultivés pendant 7 jours avant d’étre fixés et colorés afin de caractériser ce modele et de

vérifier la bonne différenciation de I'épiderme.

Kératinocytes

Superposition Fusion et
des feuillets différenciation
Interface
air/liquide
— S
————
Substitut cutané

derme + épiderme

Feuillets dermiques avec
ancrage en papier

Figure 53 : Protocole de culture des substituts cutanés

Les marquages histologiques montrent que le substitut cutané se compose d’un épiderme différencié
au-dessus d’un derme riche en fibroblastes et en fibres de collagenes. Les fibres de collagenes ont été
visualisées par différents marquages histologiques, a savoir I’'Hématoxyline-Eosine-Safran, le trichrome
de Masson-Goldner et le Picrosirius Red, dans lesquels les fibres de colleges apparaissent
respectivement en orange, bleu et rose (Figure 54A,B,C). Le substitut cutané est également riche en
polysaccharides, notamment en GAGs dans le derme, comme le montre la coloration au Periodic Acid
Schiff (Figure 54D). Le marquage de la fibronectine est principalement localisé dans les substituts
dermiques les plus profonds (Figure 54E). De maniére intéressante, cette distribution non-homogeéne
de la fibronectine dans les substituts dermiques avait été relevée par Magnan et ses collaborateurs sur
des substituts dermiques générés également par auto-assemblage . Ces auteurs suggérent que la

fibronectine serait principalement déposée par les fibroblastes proliférants 143,
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Figure 54 : Caractérisation histologique du modéle de substitut cutané reconstruit par auto-assemblage. A. Coloration
Hématoxyline-Eosine-Safran. Les collagenes sont marqués en orange. B. Coloration au Trichrome de Masson-Goldner. Les
collagénes sont en bleu. C. Coloration au Picrosirius Red. Les collagénes sont en rose. D. Coloration Periodic Acid Schiff. Les

polysaccharides sont en fuchsia. E. Inmuomarquage contre la fibronectine (vert). Barre d’échelle 100 um

Le marquage du Ki67 montre de la prolifération dans la couche basale de I'épiderme (Figure 55A)

identifiée par le marquage kératine 14 tres important dans la couche basale et la couche épineuse

(Figure 55B). Le marquage loricrine montre une distribution localisée dans la couche granuleuse

(Figure 55C). La couche cornée est par ailleurs particulierement mince (entre 5 et 6um) ce qui

démontre que 7 jours de culture a I'interface air/liquide ne sont pas suffisants pour la mise en place

d’une couche cornée bien différenciée.
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Figure 55 : Caractérisation histologique du modeéle de substitut cutané reconstruit par auto-assemblage. A. Marquage des
cellules positives Ki67 (marron). B. Marquage contre la kératine 14 (vert). C. Marquage contre la loricrine (rouge). Barre
d’échelle 100 um

Mise au point d’'un modeéle de cicatrisation

Dans le but d’étudier I'impact des champs électriques de type électrochimiothérapie (ECT) sur la
cicatrisation, nous avons essayé de mettre au point un modeéle de fermeture de plaie. Nous nous
sommes inspirés de I'approche de Dubé et al *® qui consiste a puncher une partie du modéle. Pour cela,
des substituts cutanés ont été générés comme décrit ci-dessus et cultivés pendant 12 jours cette fois
pour permettre la formation d’une couche cornée plus épaisse. Au bout de 12 jours, ces substituts ont
été punchés a l'aide de punchs a biopsies de 4mm puis déposés sur 3 feuillets dermiques superposés
agés de 4 semaines (Figure 56A). Ces feuillets servent de support de migration aux kératinocytes
pendant la fermeture de la plaie. Les échantillons issus des punchs ont été conservés et fixés le jour de

la blessure pour étre analysés. Les colorations HES et le trichrome de Masson montrent comme

précédemment un épiderme différencié et un derme riche en collagénes. La couche cornée est
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effectivement plus épaisse grace aux 12 jours de différenciation a 'interface air/liquide. Il est a noter
que les biopsies issues des punchs contractent, ce qui explique la densité du derme observé dans la

figure 56 (Figure 56 B,C).

Figure 56 : Caractérisation du modéle de plaie A. Substitut cutané fraichement punché et déposé sur les feuillets de migration.
B. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran des punchs. Les collagénes sont marqués en orange. C. Coloration au Trichrome de
Masson-Goldner des punchs. Les collagenes sont en bleu. e= épiderme , d= derme

Le lendemain de la Iésion les substituts blessés ont été électroporés par ECT (1300 V/cm) et conservés
a I'interface air/liquide pendant une semaine supplémentaire. La fermeture de la plaie a été suivie par
la prise de photographies chaque jour et par la mesure de la perte en eau transépidermique grace a
un appareil de mesure du TEWL appelé VapoMeter (Delfin Technologies). La mesure du TEWL a montré
qgue la perte en eau augmentait significativement durant les premieres 24h puis diminuait
progressivement au cours du temps (Figure 57A). Aucune différence n’a été constatée entre les
substituts controles et ceux électroporés. Cette diminution de la perte transépidermique en eau au fil
des jours apreés la lésion doit correspondre a la réepithélialisation de la plaie et a la restauration de la
fonction barriere de I'épiderme. Le suivi de la fermeture de la plaie n’a montré aucune différence entre
les témoins et les substituts électroporés, méme si la taille de la plaie diminuait au cours du temps et

gue cette diminution semblait plus rapide pour les témoins dans les 48h premieres heures (Figure 57B).
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Figure 57 : A. Mesure de la perte d’eau transépidermique (TEWL) dans les substituts blessés soumis au non a un champ
électrique de type ECT (1300V/cm). B. Calcul de la taille de la plaie au cours du temps dans les substituts blessés soumis ou
non & un champ électrique de type ECT (1300V/cm). Analyse statistique par ANOVA bidirectionelle. Conditions contréle (Ctrl
®) et électrochimiothérapie (ECT A ).

Des substituts témoins et électroporés ont été prélevés aux jours 5 et 7 aprées |'électroporation pour
étre fixés puis colorés. Les marquages réalisés ont montré que I'application des champs électriques ne
modifie pas la structure du substitut cutané nil’expression des marqueurs étudiés : prolifération (Ki67),
couche granuleuse (loricrine), membranes basales (Col 1V). Il était surprenant de constater que le

marquage collagéne IV était retrouvé sur le dessus de chaque feuillet dermique individuel.

HES TMG Ki67 LORICRINE COL IV

CTRL

ECT5J

ECT7)

Figure 58 : Colorations histologiques Hématoxyline-Eosine-Safran (HES), Trichrome de Masson-Goldner (TMG), Ki67, et
immunomarquages contre la Loricrine et le Collagéene IV (Col IV) de la partie non lésée mais exposée aux champs électriques.
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c. Discussion
L'idée initiale de cette expérience était d’utiliser les colorations pour suivre la fermeture de la plaie
dans le modéle de substitut cutané blessé, notamment la migration puis la différenciation des
kératinocytes sur les feuillets de migration. Cependant, la fragilité des substituts au centre de la plaie
n’a pas permis de conserver le modéle dans les conditions optimales. Il était délicat de tirer des
conclusions des colorations réalisées au niveau de la plaie. Beaucoup plus de jours serait nécessaire
pour laisser le temps aux kératinocytes de recoloniser la totalité de la plaie. D’autre part, la taille de la
blessure comparativement a celle du substitut ne semble pas optimale pour observer une fermeture
dans les 7 jours. Finalement, la méthode de suivi de la fermeture de la plaie par la prise de
photographies macroscopiques et le calcul manuel sur Imagel est assez aléatoire car il est trés difficile
de visualiser la langue de migration des kératinocytes dans les premiers jours. Il s’agit donc la

d’expériences tres préliminaires qui nécessiteront encore du temps de mise au point.

L'intégrité de la barriére cutanée aurait pu étre évaluée par analyse de la pénétration du colorant
fluorescent Lucifer Yellow (LY) a travers la couche cornée et aurait permis de déterminer si les champs
électriques affectent cette fonction dans le temps. Le Lucifer Yellow est un petit colorant fluorescent
hydrophile qui sera retenu dans la couche cornée dans le cas d’une barriere cutanée normale et
fonctionnelle. En revanche, il pénétrera beaucoup plus profondément si la perméabilité a été modifiée

par I'altération de cette barriére.

En outre, la premiére phase de la cicatrisation qui implique une réponse immunitaire complexe n’a pas
été abordée dans ce travail car il est au-dela du scope de cette étude. Toutefois, la complexification du
modele pourrait étre envisagée par I'ajout de cytokines inflammatoires et de cellules immunitaires

comme les macrophages dans le milieu de culture des substituts cutanés.
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La peroxydation des lipides et la production de ROS, en particulier le H,0,, ont largement été

121123 | 3 peroxydation des lipides

démontrées suite a I'application de champs électriques pulsés
membranaires et la concentration en ROS augmentent avec l'intensité du champ électrique, la durée
des impulsions et le nombre d'impulsions. L'augmentation des ROS intracellulaires et de H,0, dans les
cellules exposées a des nanopulses (des impulsions d’'une durée de I'ordre de la nanoseconde, c’est-a-
dire beaucoup plus courtes que celles que nous utilisons dans cette étude) a également été démontrée
in vitro *’. Dans nos conditions expérimentales, le H,0, généré était indétectable dans le milieu de
pulsation ainsi que dans le milieu de culture des feuillets électroporés, probablement en raison de sa
trop faible quantité (Annexe 3). Toutefois, nous avons démontré que I'exposition aux champs de type
électroporation engendrait du stress oxydatif intracellulaire dans les fibroblastes dermiques en
monocouche ¥, En effet, une apoptose légére d modérée est apparue dans une partie de la population
de fibroblastes dermiques cultivés en 2D soumis aux champs de type GET les plus élevés, et ce, méme
si les parametres électriques permettaient 100% d’électroperméabilisation réversible. Cette
observation était corrélée avec la génération de stress oxydatif mitochondrial et la production d’anion
superoxyde dés 4h aprés les pulses. Au sein des feuillets dermiques, nous avons montré que
I’exposition aux champs de type électroporation induit un remodelage transitoire des collagénes
dermiques via la suractivation ROS-dépendante des métalloprotéinases matricielles. Bien que les

S Y72, leur origine dans nos conditions

MMPs soient connues pour étre activées par les RO
expérimentales restent a déterminer. En effet, les impulsions appliquées durent moins de 12 secondes
et les substituts dermiques sont retirés du tampon de pulsation puis placés dans du milieu de culture
frais immédiatement aprés. Sachant que la demi-vie des ROS est trés courte %8, |'origine cellulaire
semble la plus plausible. Une hypothése qui pourrait étre avancée est que les ROS produites en
réponse aux impulsions électriques activent les MMPs via des cascades de signalisation. Les MMPs
actives peuvent ensuite elles-mémes activer d’autre MMPs, expliquant la suractivation prolongée des
MMPs observée pendant au moins 48h. Les ROS sont capables d'utiliser une variété de voies
intracellulaires pour réguler I’activité des MMPs. Ainsi, la dismutation du superoxyde intracellulaire en
peroxyde d'hydrogene serait impliquée dans la régulation de I'activité et de I'expression des MMPs
probablement via les voies de signalisations RTK-PI3K-NF-kB et Ras-Erk1/2-Ets, Rac-1-JNKAP-1 %,
L'activation des MMPs par le peroxyde d'hydrogeéne a en effet été démontrée dans plusieurs types de

tumeurs *°

. I serait intéressant de pousser les investigations afin de déterminer l'origine et la
composition des ROS générées au sein du tissu aprés |'électroporation puis de déterminer les voies de

signalisation impliquées.

Dans le chapitre consacré a I’étude du remodelage matriciel, nous avons plus particulierement étudié

les collagénes, composant majoritaire de la matrice extracellulaire dermique. Une diminution
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transitoire de la production du procollagene de type 1lal a été démontrée dans les feuillets
électroporés et une diminution transitoire de la teneur en hydroxyproline dans le tissu a été observée
dans la semaine suivant I'électroporation. Comme expliqué ci-dessus, ce remodelage des collagenes
s'est avéré étre principalement dépendant des MMPs en raison de leur suractivation ROS-dépendante
apres les pulses. Cependant, les ROS pourraient également impacter d’autres composants tels que les
glycosaminoglycanes, soit directement, soit par I'intermédiaire des hyaluronidases et héparinases **°.
La quantification des glycosaminoglycanes sulfatés dans les substituts dermiques n’a pas montré de
modification aprés I'application des champs électriques (Figure 40). On pouvait toutefois constater
une grande variabilité entre les réplicas ce qui ne permet pas de conclure avec certitude. Les autres
composants tels que les glycosaminoglycanes non sulfatés, les protéoglycanes, et la fibrine par
exemple, n‘ont pas été étudiés mais ils sont susceptibles d’étre dégradés par des protéases activées

par les ROS au méme titre que les collagénes 7°.

Nous avons par ailleurs montré que le sécrétome des cellules cutanées est modifié par les paramétres
de champ électrique de type GET et ECT 37153 et que la composition de ce sécrétome peut stimuler la
migration de fibroblastes dermiques et de cellules endothéliales et promouvoir la formation de
réseaux vasculaires in vitro. Outre les protéines solubles, ce sécrétome pourrait contenir des vésicules
extracellulaires. Les vésicules extracellulaires sont des structures produites par les cellules que I'on
retrouve dans |'espace extracellulaire. Selon leur origine, leur taille et leur composition biochimique,
elles sont généralement classées en trois catégories : exosomes, microvésicules (MV) et corps
apoptotiques %, Ces vésicules extracellulaires jouent un réle important dans la communication
intercellulaire en servant de véhicules pour le transport de molécules, protéines, lipides et acides
nucléiques . Prevc et ses collaborateurs ont d’ailleurs démontré que I'application de champs
électriques pulsés de type électroporation sur des cellules de mélanome induisait la libération de
microvésicules et que les quantités dépendaient des paramétres électriques appliqués *°. De facon
intéressante, il existe également un lien étroit entre les ROS et les vésicules extracellulaires. D'une
part, les microvésicules pourraient modifier directement et/ou indirectement la teneur en ROS dans

161

les compartiments extra et intracellulaires Et d'autre part, le nombre et le contenu des

microvésicules produites par les cellules sont modifiés par le stress oxydatif 1°. Les conditions pro-

162 |’analyse du sécrétome

oxydantes semblent ainsi stimuler la libération de vésicules extracellulaires
par NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), 4h apres I'électroporation des feuillets dermiques montre
que la taille moyenne des particules est comprise entre 160 et 180 nm ce qui pourrait effectivement
correspondre a des vésicules extracellulaires (Figure 59). On peut distinguer deux pics de taille
majoritaires pour les particules, le plus important se trouvant entre 160 et 180nm, et le deuxiéme, plus

faible, entre 320 et 350nm. Ce deuxiéme pic pourrait correspondre a la fusion de deux particules.
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D’autre part, la concentration de ces particules dans le sécrétome était 50% plus élevée 4h apres les
impulsions de type GET que dans le contrdle alors que la différence de concentration n’était pas
statistique 4h aprés les impulsions de type ECT (Figure 59). Cette analyse préliminaire du sécrétome
confirme que les parametres GET sont plus enclins a moduler le comportement cellulaire que les
parameétres ECT. Une partie des vésicules extracellulaires ayant une origine membranaire, il n’est pas
surprenant d’envisager que l'application de champs électriques qui déstabilisent fortement la
membrane plasmique puisse augmenter la formation de vésicules extracellulaires. La caractérisation

des vésicules extracellulaires sécrétées ainsi que de leur contenu pourrait faire I'objet d’une prochaine

étude.
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Figure 59 : Analyse du sécrétome par NTA. A. Concentration moyenne des particules dans le sécrétome des feuillets dermiques.
Distribution de taille des particules dans le sécrétome des feuillets dermiques contréles (0 V//cm) (B), et 4h aprés I'application
des champs électriques de type GET (600V/cm) (C) et ECT (1000 V//cm) (D). La zone rouge représente I’erreur standard a la
moyenne (SEM).

Ces travaux de these montrent que I'utilisation de méthodes physiques de modulation des ROS est une
stratégie pertinente pour remodeler localement la matrice extracellulaire. Cette observation est
soutenue par le nombre croissant de publications suggérant que les approches physiques connues

pour générer une grande quantité de ROS, telle que le plasma froid atmosphérique et la photothérapie
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dynamique, ont la capacité de modifier les propriétés vasculaires et la matrice extracellulaire dans un
contexte tumoral 13, Ce sujet fait 'objet d’une revue publiée au cours de cette thése (Annexe 4).
Quelques études ont évalué I'effet du plasma, une technique physique générant de nombreuses RONS

164 165 166

a courte et longue durée de vie, sur les composants de la matrice extracellulaire et ont

167 Cependant, les modéles utilisés ne

également démontré un effet positif sur l'angiogenése
comprennent généralement pas la dynamique structurelle et fonctionnelle entre les cellules et les
composants de la matrice. Dans une courte étude menée paralléelement a cette thése, nous avons donc
proposé d’évaluer le potentiel de jet de plasma d'hélium a remodeler directement les collagénes, en
utilisant le modeéle de substitut dermique. Nous avons : 1) analysé le remodelage des collagenes apres
traitement par jet de plasma d’hélium, en quantifiant a la fois la sécrétion de pro-collagéne | et la
teneur globale en collagénes, 2) quantifié 'activité globale des métalloprotéases et le contenu en
MMP1, principaux acteurs de la maintenance et du remodelage de la matrice extracellulaire dermique
(Annexe 5). En quelques mots, bien qu’il génére une grande quantité de RONS, le jet de plasma

d’hélium n’induit aucun remodelage des collagénes dans notre modeéle, aussi bien en termes de

sécrétion de pro-collagene |, de contenu en hydroxyproline, que d’activation des MMPs.

En conclusion, ces travaux mettent en lumiére la pertinence de I'utilisation d’approches physiques
comme stratégie de remodelage de I'environnement matriciel et vasculaire. Ces approches sont
également particulierement intéressantes pour contréler et améliorer localement I'administration de
médicaments et pourraient étre un puissant adjuvant a la délivrance de nanomédecines . En effet,
le remodelage matriciel et 'augmentation de la perméabilité vasculaire par ces approches pourraient
permettre d’optimiser la fenétre thérapeutique en préparant I'environnement tumoral, par exemple,
avant la délivrance de drogues anticancéreuses. En effet, dans le cas des tumeurs, |'efficacité de
délivrance des nanomédecines est souvent compromise par la nature du micro-environnement
tumoral, notamment par I'existence d’une matrice extracellulaire trés dense autour de la tumeur qui
limite leur diffusion 8. Les approches physiques offrent en outre des avantages particuliers par
rapport aux approches pharmacologiques ou chirurgicales car elles sont moins invasives et sont
contrdlables dans le temps et dans I'espace, ce qui induit une plus grande efficacité thérapeutique tout
en limitant drastiquement les effets secondaires des traitements systémiques 3. Ceci ouvre de

nombreuses perspectives pour I'application clinique de ces technologies.
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Abstract

Aesthetic wound healing is often experienced by patients after electrochemotherapy. We
hypothesized that pulsed electric fields applied during electrochemotherapy (ECT) or gene
electrotransfer (GET) protocols could stimulate proliferation and migration of human cutaneous
cells, as described in protocols for electrostimulation of wound healing. We used
videomicroscopy to monitor and quantify in real time primary human dermal fibroblast
behavior when exposed in vitro to ECT and GET electric parameters, in terms of survival,
proliferation and migration in a calibrated scratch wound assay. Distinct electric field intensities
were applied to allow gradient in cell electropermeabilization while maintaining reversible
permeabilization conditions, in order to mimic in vivo heterogeneous electric field distribution
of complex tissues. Neither galvanotaxis nor statistical modification of fibroblast migration
were observed in a calibrated scratch wound assay after application of ECT and GET
parameters. The only effect on proliferation was observed under the strongest GET conditions,
which drastically reduced the number of fibroblasts through induction of mitochondrial stress
and apoptosis. Finally, we found that 24h-conditioned cell culture medium by electrically
stressed fibroblasts tended to increase the migration properties of cells that were not exposed to
electric field. RT-qPCR array indicated that several growth factor transcripts were strongly

modified after electroporation.
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Introduction

When a cell is exposed to an external pulsed electric field, the plasma membrane transiently
becomes permeable for ions, hydrophilic drugs and molecules as large as plasmid DNA, which
are otherwise unable to penetrate. This spatially and temporally localized physical phenomenon
of cell electropermeabilization is named “electroporation” [1,2]. Electroporation has many
medical applications [3]. Among them, electrochemotherapy (ECT) [4,5] has reached an
established position in local cancer treatment and is the main clinical use of electroporation in
human and veterinary medicine. It consists in combining the injection of poorly permeant
antitumor drugs, mainly bleomycin or cisplatin, with local application of calibrated electric
field pulses to the tumor site. Thus, transient plasma membrane electropermeabilization allows
massive penetration of the cytotoxic drugs within the cell, potentiating its antitumor activities.
Standardized protocols for ECT treatments have been published in the framework of the
European Standard Operating Procedure on Electrochemotherapy (ESOPE) multicenter trial
[6]. Interestingly, clinicians commonly observed aesthetic and functional wound healing of the
tumor sites treated with electrochemotherapy [7-9]. This clinical outcome of ECT was
confirmed by the patients themselves [10], as self-compiled questionnaires underlined an
improvement in wound healing, bleeding, aesthetic impairment, and also in activities of daily

life and social relations.

Another medical application of electroporation is gene electrotransfer (GET). Gene
electrotransfer of plasmid encoding different growth factors is highly promising in cutaneous
wound healing [11]. In an in vivo wound model, GET of plasmids encoding for example KGF-
1 (keratinocyte growth factor) [12], VEGF (Vascular endothelial growth factor) [13], bFGF
(fibroblast growth factor) [14] or antimicrobial peptide hCAP-18/LL-37 [15] led to an increased
re-epithelialization rate of the wound, collagen synthesis, and angiogenesis. Other studies

demonstrated a tendency [16] to a clear [17] beneficial effect of electroporation alone on wound
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closure. While standard protocols for acute and chronic wound treatments are limited to
antibiotic therapy and wound dressing, innovative therapies like electrostimulation have
emerged as alternatives to conventional treatments [18]. Electrostimulation is based on a natural
electric process that occurs after wounding. In an intact epidermis, there is an active segregation
of Na+ ions owing to the Na+/K+ATPase action and the presence of ENac channels, leading to
a sodium gradient from the basal layer of the epidermis to the upper layer [19]. This process
creates a transepithelial potential (TEP) within the epidermis. Depending on the body part, this
TEP ranges from -10 to -50mV, while its average potential over all sites is -23 mV [20]. After
skin damaging, the relocalization of these Na+ ions leads to the creation of an endogenous local
electric field of 100 to 200 mV/mm at the wound margins [21,22]. This field plays a major role
in wound healing process, particularly through the activation of migration and proliferation of

cutaneous cells, as well as the promotion of angiogenesis [23,24].

In this study, we hypothesized that ECT and GET electric parameters could stimulate
cutaneous cell migration and proliferation and thus improve the quality of healing after ECT or
GET treatment. To investigate this hypothesis, we worked with primary human dermal
fibroblasts grown in monolayer. Firstly, classical hallmarks of cell electropermeabilization,
viability and death were assessed after exposition to ECT and GET electric parameters.
Secondly, we used videomicroscopy to monitor and quantify in real time cell proliferation and
cell migration in a calibrated scratch wound assay, two properties that play a major role in
cutaneous wound healing process. Because increases in electric conductivity due to
electroporation and tissue heterogeneity (cell shape, extracellular matrix...) induce non-
uniformity in the electric field distribution within the skin during electroporation, cells located
in between the electrodes do not all experience the same field strength in vivo [25,26]. For that
reason, in this study we decided to scan a wide range of electrical intensity, inducing various

degrees of reversible cell electropermeabilization, and check dermal fibroblast proliferation and
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migration properties. Finally, the indirect effect of electroporation on cell migration was
investigated by cultivating unexposed dermal fibroblasts in 24h-conditioned cell culture

medium. An overview of the experimental procedure is presented in schematic 1.

\

+ E

MIGRATIOI\/ \ROLIFERATION

Calibrated scratch on synchronized fibroblasts

Transfer of 100ul of 24h-conditioned
medium to unexposed fibroblasts
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MIGRATION
Electroporation of scratched
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and culture for 24h

Schematic 1: Overview of the experimental plan to test direct (A) or indirect (B) effects of
human dermal fibroblast electroporation on cell behaviour. A. Migration and proliferation
properties of fibroblasts submitted to electroporation are followed by videomicroscopy. B. Assessment
of indirect effect of electroporation through the secretome. For these experiments, fibroblasts that were
not exposed to electric field are cultivated in cell culture medium conditioned for 24h by

electroporated fibroblasts. Migration capabilities are then followed by videomicroscopy
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Material and methods

Human cutaneous primary cell isolation and cell culture. Primary dermal fibroblasts were
isolated from 3-year old foreskin commercially bought (lIcelltis) after posthectomy as
previously described [27-29]. Cells were tested negative for mycoplasma using MycoAlert
mycoplasma detection kit (Lonza) throughout the experiments. Dermal fibroblasts were grown
in Dulbecco’s Modified Eagles Medium (Gibco-Invitrogen) containing 4.5 g.L™ glucose,
Glutamax, and 1mM pyruvate, supplemented with 10 % (v/v) of heat inactivated fetal calf
serum, 100 U/ml penicillin, and 100 pg.mL™* streptomycin. Cells were maintained at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5 % CO- and cell culture media were changed three times a

week.

Electroporation application to cell monolayers. Cells were grown either on gelatin-coated
round 1cm glass coverslip [30] or in 96-well plate 24h prior experiments. Cell culture medium
was removed from the wells and replaced by 100 pL or 50 pL of pulsing buffer (10 mM
KoHPO4/KH2PO4, 250 mM sucrose, and 1 mM MgCl. in sterile water, pH 7.4) [31] respectively
for glass coverslip or 96-well. Two stainless, flat, parallel electrodes, 1 cm interval (Megastil,
Ljubljana, Slovenia) for round coverslip or 0.35 cm interval (Megastil, Ljubljana, Slovenia) for
96-well plates were applied to the bottom of the well. Defined electric field for
electrochemotherapy condition (ECT) (8 square-wave pulses of 100 us, 1 Hz, ranging from 200
to 800 V/cm) and gene electrotransfer (GET) (10 square-wave pulses of 5 ms, 1 Hz, ranging
from 50 to 300 V/cm) was delivered at room temperature by Electro cell S20 generator
(LeroyBiotech, Saint Orens de Gameville, France). An electric field intensity range was applied
in experiments in order to better mimic the heterogeneous distribution of electric field that
occurs within vascularized and rich in extracellular matrix tissue such as skin when submitted

to electroporation. After electric field application, pulsing buffer was aspired and 200 pL of
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fresh cell culture medium were added before cells were placed in a humidified atmosphere at

37°C containing 5% CO2 until analysis.

Determination of cell electropermeabilization. Plasma membrane electropermeabilization
was first assessed through quantification by luminescence of ATP leakage within extracellular
medium after cells were submitted to electroporation. For that purpose, cells were grown in 96-
well plate and pulsed in 50 pL of pulsation buffer. 10 minutes after electric field application,
40 pL of supernatant was place in white-96-well plate and topped up with 40ul of CellTiterGlo
reagent (Promega), incubated for 5 minutes at room temperature and luminescence signal was
read on plate reader (Clariostar, BMGLabtech). Secondly, plasma membrane
electropermeabilization was assessed by flow cytometry using propidium iodide penetration.
Propidium iodide is a non-permeant probe whose fluorescent intensity increases upon non-
covalent binding to nucleic acids. 100 uM propidium iodide was added to pulsing buffer during
application of electric fields on cells grown on round coverslip. Cells were grown on a 1cm
coverslip in order to be submitted to electric field with 1cm plate electrodes. Immediately
afterwards, the cells were washed twice with 300 puL of PBS before being trypsinized,
centrifuged and suspended in PBS, placed on ice and analyzed by flow cytometry
(FACSCalibur cytometer, BD Bioscience). Finally, to discriminate between reversible and
irreversible electroporation, 30 minutes after electroporation cells were removed from the
incubator and were incubated for 5 minutes with 100M propidium iodide, washed, trypsinized

and analyzed by flow cytometry.

Cell viability and death measurement. A clonogenic assay was used to finely determine cell

viability after application of electric field. Briefly, cells grown on round coverslip were
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submitted to electric field in 100uL of pulsing buffer. After replacing it by complete culture
medium, cells were incubated for 1h at 37°C to recover. After this time, cells were trypsinized,
counted and 250 cells were plated into 6-well plates and placed into the incubator. 7 days after
seeding, cells were washed and colored with crystal violet in order to visualize and manually
count cell colonies. The percentage of dead cells through apoptosis was quantified by
videomicroscopy using the IncuCyte® Caspase-3/7 Green Apoptosis Assay Reagent
(Sartorius), coupled with the Nuclight Red reagent (Sartorius) to determine the total number of
cells according to the manufacturer protocol. Briefly, after application of electroporation, cells
were grown in culture medium containing a permeable viable DNA stain named NucLight Red
Reagent (1/1000) and a caspase-3/7 recognition motif DEVD that labels cells undergoing
apoptosis, i.e Caspase-3/7 green reagent (1/1000). Pictures were obtained at 10x with an
IncuCyte ZOOM live cell analysis system (Sartorius), and analyzed by the MARS- associated

software.

Cell synchronization. In order to assess only migration during the first 24h of the scratch
wound assay, proliferation had to be inhibited. For this purpose, the overnight serum
deprivation approach [32] was used as a biological way to synchronize primary dermal
fibroblasts prior to scratch wound assay. Distribution of cells within cell cycle was checked by
flow cytometry before the scratch experiments. Briefly, after being trypsinized and centrifuged,
cells were suspended in PBS containing 5 ug.mL™" propidium iodide, 0.1% X100-Triton and
2.5% fetal bovine serum. Cells were incubated for 20 min at room temperature in the dark
before flow cytometry analysis on a FACSCalibur cytometer (BD Bioscience). Cell cycle

distribution was analyzed using Modfit software.
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Calibrated scratch assay by videomicroscopy. In order to perform the scratch wound
experiment, cells were grown at post-confluency so that when the scratch was applied, a clear
and calibrated wound remained (700-800 um wide). For this, 25 000 dermal fibroblasts were
grown into ImageLock 96-well microplates (Sartorius). After 8 hours of culture, complete
culture medium was removed and replaced by cell culture medium without fetal bovine serum
in order to synchronize cells by serum deprivation overnight. The day of the experiment, a tool
named WoundMaker (Sartorius) which is a 96-pin mechanical device designed to create
homogeneous scratch wounds in cell monolayers was used. Floating scraped cells were
removed and electroporation was performed in 50 pL pulsing buffer. Attention had been paid
to placing electrodes parallel to the scratch wound, the cathode and anode still at the same side
of the wound. After replacing pulsing buffer by 200 pL of complete cell culture medium, plates
were then placed in IncuCyte ZOOM live cell analysis system (Sartorius) and pictures were
taken at 10x every hour for 24h at least, and analyzed with the MARS- associated software,
with the module dedicated to scratch wound assay. For galvanotaxis or electrotaxis
measurements, the area colonized by fibroblasts in each wound side was quantified on Image J
software (NIH) between the same picture at the moment of the scratch and 12h after. For
experiments with conditioned media, 100 pL of conditioned cell culture medium were
harvested 24h after electric field application on synchronized dermal fibroblast wounded
monolayer and immediately placed onto a freshly synchronized dermal fibroblast wounded
monolayer. Cell migration within the wound that had not been submitted to an electric field

was quantified by videomicroscopy for 24h.

Cell proliferation quantification by videomicroscopy. In order to allow cell proliferation to
occur over several days, 5 000 dermal fibroblasts were plated in wells of 96-well plates, a

density which approximately corresponds to a confluence of 30%. After being submitted to
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electric field in pulsing buffer, cells were grown in 200 pL of complete culture medium
supplemented with 1/1000 Nuclight Red reagent (Sartorius) and placed within an IncuCyte
ZOOM live cell analysis system (Sartorius). As a permeant DNA intercalant, it allows to clearly
observe and quantify the number of nuclei over time. Pictures were taken at 10x every hour for
at least 72h and analyzed with the MARS-associated software. Data obtained corresponded to

the number of nuclei within the field of observation of the microscope.

Mitochondrial characterization. Mitochondrial membrane potential was assessed using
MitoView 633 (Biotium) (Aex = 622nm; Aem = 648nm) which is a mitochondrial membrane
potential-sensitive, fluorogenic dye that rapidly accumulates in mitochondria. Staining is
dependent on mitochondrial membrane potential and is lost when mitochondria become
depolarized [33]. Cells were labeled according to the manufacturer protocol. Briefly, cells
grown in monolayer in 96-well plate were washed with PBS and then incubated for 20 minutes
in the dark in a humidified atmosphere at 37°C containing 5% CO> with 50nM MitoView 633
in cell culture medium. Once charged with MitoView 633, cells were submitted to GET
electroporation and 1h after treatment fluorescence was measured within Incucyte
videomicroscope and analyzed with the MARS-associated software. Mitochondrial oxidative
stress was assessed through MitoSOX Red Mitochondrial SuperOxide indicator (ThermoFisher
scientific) which is a fluorogenic dye for a selective detection of superoxide in the mitochondria
of living cells [34]. Once in the mitochondria, this non-fluorescent reagent is oxidized by
mitochondrial superoxide when mitochondrial oxidative stress occurs to exhibit red
fluorescence [35]. Cells were incubated in a 5uM of MitoSOX reagent solution and incubated
10 minutes at 37°C protected from light. MitoSOX fluorescence (Aex =510nm; Aem = 580 nm)
was observed by videomicroscopy on Incucyte for 12h after electroporation treatment. Pictures

were analyzed with the MARS-associated software.
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Genes expression analysis by PCR array. Three conditions were analyzed 4h after electric
field application: control condition (n=3), ECT condition at 600V/cm (n=3) and GET condition
at 200V/cm (n=2). Total RNAs of adherent dermal fibroblasts grown on 6 glass coverslips for
each condition were isolated using RNeasy Micro Kit (Qiagen) strictly according to the
manufacturer’s instruction. The quality and quantity of isolated RNA were checked on a
Nanodrop 2000 (ThermoFisher) and RNAs were then stocked at -80°C until rapid use. Reverse
transcription was performed on 500ng of RNAs with the RT2 HT First Strand Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. It allows an efficient first-strand cDNA synthesis and
genomic DNA elimination in RNA samples. The Human Wound Healing RT? Profiler PCR
Array profiles the expression of 84 key genes central to the wound healing response. For this
study, we focused on growth factors sub-panel. Obtained cDNAs were directly subjected to
gPCR using RT2 SYBR Green gPCR Mastermix (Qiagen) and RT2 Profiler PCR Array Human
Wound Healing kit (Qiagen #PAHS-1217) strictly according to the manufacturer’s protocol.
96-well plate was processed into a CFX96 CFX Real-Time PCR Detection System (BioRad).
Data were statistically analyzed with the associated-excel datasheet proposed by Qiagen for this
gene panel. Actin, Beta-2-microglobulin, GAPDH, Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRT1), ribosomal large protein PO (RPLPO) transcripts were used for normalization.
HeatMap was carried out on GraphPad Prism 8 to represent significantly up and down regulated

transcripts.

Growth factor quantification by ELISA. Supernatants conditioned for 24h by dermal
fibroblasts submitted to electroporation with ECT (600V/cm) and GET (200V/cm) electric
parameters were stocked at -80°C until use, within a month. Vascular Endothelial Growth

Factor A (VEGFA) was quantified in these supernatants using Human VEGF-A ELISA Kit
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(Sigma # RABO0507, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) according to manufacturer’s
protocol. Absorbance was read using a Synergy H1 (Biotek, Winooski, VT, USA) hybrid Multi-
Mode Reader. Non-parametric Mann Whitney test was used to determine statistical differences

between each Control, ECT, GET condition (n=5).

Statistical analyses. Data analysis was performed using GraphPad Prism 8 program (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA) and data were expressed as mean = SEM (standard error to
the mean). Number of experiments are indicated in figure legends, where N indicates the
number of independent experiments and n the total number of biological replicates. Multiple
comparisons were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett's post-test to compare every mean to the control (OV/cm) mean or two-way ANOVA
followed by Bonferroni post-test to compare means within each time point. Statistics are
expressed relative to the control condition (OV/cm). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and

w3k < 0.0001.
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Results

Distinct electric field intensities allow gradient of electropermeabilization of dermal
fibroblasts. When electroporation is applied to skin tissue, the electric field distribution is
heterogeneous, meaning that all the cells within the tissue do not experience the same electric
field [26]. Therefore, one of the aims of this study was to submit dermal cells to distinct electric
field intensities. For ECT condition, we applied a classical calibrated sequence of electric pulses
(i.e 8 pulses lasting 100us at a frequency of 1Hz) with increasing intensity, from 200V/cm to
800V/cm. For GET condition, 10 pulses lasting 5ms were applied at 1Hz frequency, with
intensities ranging from 50V/cm to 300V/cm. By increasing the electric field intensity both for
ECT and GET conditions, a gradual but significant increase in leakage of ATP was measured
in the extracellular medium as soon as 10 minutes after electric field application (Figure 1A).
To confirm that the observed ATP leakage was due to plasma membrane defaults caused by
electroporation, a complementary experiment was performed by flow cytometry to quantify
propidium iodide penetration within cells (Figure 1B). Both the percentage of
electropermeabilized cells as well as the fluorescence intensity of these cells increased when
increasing the electric field intensity in ECT and GET conditions. 100% of
electropermeabilized cells were reached at 600V/cm in ECT condition and 200V/cm in GET
condition. In order to be sure that the electric parameters applied induced solely a reversible
and not an irreversible permeabilization, a plasma membrane resealing experiment was carried
out. 30 minutes after electroporation, cells were incubated with 100uM propidium iodide and
fluorescence signal was quantified by flow cytometry (Figure 1C). Less than 5% of cells were
labelled with propidium iodide, regardless of the electric field intensity applied in ECT and
GET condition. This means that the applied electric parameters did not induce irreversible
permeabilization. The long-term cell viability after exposition to electroporation was assessed

by clonogeny (Figure 1D). In the ECT condition, cell viability was not affected up to 600V/cm



but an approximately 25% loss of viability was observed at 800V/cm. The GET condition
appeared to be more severe. Below 200V/cm cell viability was not affected but it fell to 50% at
300V/cm. It seems that even if irreversible electroporation was not induced by the chosen

electric parameters, they still affected the long-term cell viability.
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Figure 1. Determination of electric field intensity (V/cm) ensuring efficient transient cell
electropermeabilization without affecting cell viability. A. Quantification of ATP release 10 min after
the application of ECT and GET electrical parameters, expressed as % of control. N=2; n=6. Statistical
analysis by One-way ANOVA *=p<.05; ***=p<.001; ****=p<.0001. B. Monitoring of cell
electropermeabilization immediately after the application of ECT and GET electrical parameters. Left
axis: % of propidium iodide (PI) positive cells (dot e); Right axis: fluorescence intensity (triangle a).
n=3. C. Monitoring of plasma membrane resealing 30min after the application of ECT and GET
electrical parameters. n=3. D. Long term cell viability after the application of ECT and GET electrical
parameters, N=3; n=9. Data are represented as the mean value + SEM. ECT: electrochemotherapy; GET:
gene electrotransfer.

Migratory properties of human primary dermal fibroblasts are not statistically affected
by the application of ECT and GET electric parameters. In scratch wound assay, cells
migrate and proliferate to fill the gap, thus, it is classically desired to suppress proliferation
component in order to measure only cell migration during the first 24h [36]. The in vitro
synchronization of dermal fibroblasts was achieved using overnight serum deprivation, a non-
pharmaceutical method. Cellular DNA content was determined by staining cells with propidium
iodide and measuring fluorescence by flow cytometry. The proportion of cells in the different
phases of cell cycle were calculated depending on the cell’s DNA content (n): G1 (2n), S
(between 2n and 4n), and G2 (4n). As shown in Fig 2A, primary dermal fibroblasts were highly
responsive to this method since approximately 90% of the cells were synchronized in the
growing phase G1 using this method. With its scratch wound module, the IncuCyte ZOOM live
cell analysis system allows to properly measure cell migration in calibrated scratch wound
assay. Wound confluence was determined each hour after electric field application for 24h using
image processing with masks (Figure 2B and Movie 1).,. Movie 2 showed that wound closure
by dermal fibroblasts was a highly dynamic process. As previously explained, wound closure
was analyzed only for the first 24h after application of electric field on synchronized cells in
order to take into account solely the migration component. The absence of cell division events
(rounding cell before splitting in two round cells) on the movie during the first 24h confirmed

this assumption. After 24h, cell confluence within the wound was approximately 40%, whatever

the ECT or GET condition (Figure 2C). It is noteworthy that cell migration occurred
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immediately after wounding, and continued regularly over hours, with or without application
of ECT or GET electric parameters. No statistical difference was observed on the time course
of the migration depending on the electric parameters applied, but a linear regression was
performed to obtain the speed of migration of each condition during the first 12h (Figure 2D).
Even if no statistical difference was observed whatever the conditions were, taking account
standard error to the mean, ECT 600V/cm and 800V/cm as well as GET 50V/cm and 100V/cm
conditions presented a slight increase in speed of migration. Finally, the wound confluence 24h
post-electric field application was finely analyzed (Figure 2E). GET conditions at 50V/cm and
100V/cm seemed to improve dermal fibroblast migration and thus wound healing, but despite
numerous repetitions of the experiments and biological replicates (until 30) no statistical

difference was observed, so it remained a trend.
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Figure 2: ECT and GET electrical parameters did not affect dermal fibroblast migration
properties in scratch wound assay. A. Cell cycle synchronization after overnight fetal bovine serum
(FBS) deprivation. Phases G1 in blue, S in red and G2 in green. N=3; n=8. B. Image processing with
masks to quantify dermal fibroblasts migration in scratch wound assay.C. Time course of cell migration
after the application of ECT (x8 pulses lasting 100us, 1Hz frequency, at 0V/cm (e), 200V/cm (m), 400
V/cm (4), 600V/em (), 800V/ecm (¢)) and GET (x10 pulses lasting 5ms, 1Hz frequency, at 0V/cm (e),
50V/cm (m), 100 Vicm (a), 200V/cm (v), 300V/cm (¢)) electrical parameters on synchronized
fibroblasts wounded monolayer. N=5; n= 30 Statistical analyses by Two-Way ANOVA. D. Slope values
calculated by linear regression during the first 24h. N=3, n=9. E. Wound confluence (%) 24h after the
application of ECT and GET electrical parameters. N=5; n= 30. Statistical analysis by One-Way
ANOVA. Data are represented as the mean value £+ SEM. ECT: electrochemotherapy; GET: gene
electrotransfer.

No galvanotaxis of dermal fibroblasts is induced by ECT and GET electric parameters.

The external electric field is a major physical cue of the microenvironment that guides
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directional migration. This phenomenon is called galvanotaxis or electrotaxis. Since the plate
electrodes were systemically placed parallel to the wound, anode on the top and cathode on the
bottom, we were able to determine if fibroblasts at the margin of the wound displayed
preferential directed migration (Figure 3). No statistical differences were observed, meaning

that dermal fibroblasts migrated equally toward the cathode or anode side.
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Figure 3: No electrotaxis was observed in dermal fibroblasts when submitted to ECT and GET
electrical parameters. A. Schematic representation of electrodes position at the wound site. Yellow
line delimits cell-occupied area in the anode panel (1) and cathode panel (2). B. Cell-occupied area
(um?) either upper panel of the wound (1) or lower panel of the wound (2) 12h after electric field
application. Data are represented as the mean = SEM. Statistical analysis by One-Way Anova. N=3;
n=18.

High GET electric parameters drastically reduce the number of dermal fibroblast .
Evolution of cell number over 72h after ECT and GET application was followed by
videomicroscopy (Movie 3) through automatically counting fluorescently labelled nuclei within
the microscope field (Figure 4A). ECT electric parameters did not lead to statistical difference

between the control condition and the distinct electric field intensity applied, even if 200V/cm



and 400V/cm growth curves tended to be higher than the control one (0V/cm) (Figure 4B). For
GET conditions, three distinct behaviors had to be differentiated. Cells submitted to electric
fields of 50 and 100V/cm behaved similarly to the control condition. On the other hand, from
200V/cm, the number of nuclei decreased with a significant delay, and this phenomenon was
increased for higher electric field intensity (300V/cm). This observation was confirmed by
analyzing the number of nuclei within the microscope field 70h after electric field application
(Figure 4C). The delay in cell growth can be explained either by a stop in cell proliferation or
by a dynamic equilibrium between dying cells and proliferative cells, as we observed by

clonogenic assay that GET at 300V/cm altered long-term cell viability by 60% (Fig 1D).
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Figure 4: ECT electrical parameters did not affect dermal fibroblast proliferation while some
GET parameters reduced cell number. A. Image processing with masks to quantify dermal fibroblasts
proliferation. B. Dermal fibroblasts proliferation after application of ECT (x8 pulses lasting 100us, 1Hz
frequency, at 0V/cm (e), 200V/cm (m), 400 V/cm (4a), 600V/cm (v), 800V/cm (¢)) and GET (x10
pulses lasting 5ms, 1Hz frequency, at 0V/cm (), 50VV/cm (=), 100 VV/cm (4), 200V/cm (), 300V/cm
(#)) electrical parameters. Statistical analysis by Two-Way ANOVA ****=p<.0001 C. Number of
nuclei 70h after the application of ECT and GET electrical parameters. N=6; n=24. Statistical analysis
by One-Way ANOVA *=p<.05; **=p<.01; ****=p<.0001. Data are represented as the mean value *

SEM.
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High GET electric parameters induce dermal fibroblast apoptosis through mitochondrial
stress. Only certain electric field intensities in GET conditions have shown anti-proliferative
results on cell monolayers, thus we decided to focus on GET electric parameters for apoptosis
and mitochondrial stress analysis. In order to explain the delay observed in cell growth after
GET electric parameter application, apoptosis was investigated 24h after electroporation (figure
5A). The percentage of cells dying by apoptosis increased when the electric field intensity
increased. At 200V/cm approximately 10% of the cells displayed activated caspases3/7 and this
percentage reached 30% at 300V/cm 24h after electric field application. This 30% of apoptotic
cells in 300V/cm condition differed from the one observed by clonogenic assay (loss of 60%
of long-term cell viability, Fig 1D), meaning that other cell death mechanisms could be
involved, such as necrosis. We previously showed that mitochondria ultrastructure was rapidly
altered after cells were submitted to electroporation [37]. Consequently, we focused subsequent
experiments on mitochondrial characterization. A MitoView fluorescent probe was used to
follow the mitochondrial membrane potential after application of GET electric parameters
(Figure 5B). The fluorescent staining depends on the mitochondrial membrane potential and is
lost when mitochondria become depolarized [33]. A significant loss of staining was observed
on live cells 1h after GET electric field application at 300V/cm, meaning that mitochondria
underwent depolarization, which could lead to initiation of cell death processes, especially
apoptosis [38]. We used videomicroscopy to follow mitochondrial oxidative stress in live cells
after GET application using the MitoSOX reagent (Figure 5C). This probe selectively targets
mitochondria and becomes highly fluorescent after oxidation specifically by mitochondrial
superoxide [34]. No immediate mitochondrial oxidative stress was observed after GET electric
parameters application, but a delayed effect was observed for 200V/cm and 300V/cm intensity

from 4h after pulses, and became statistically significant 7h after pulses. This means that at
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200V/cm and even more at 300V/cm, oxidant mitochondrial stress was generated as soon as 4h

after electroporation, through generation of mitochondrial superoxide.
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Figure 5: Some GET electrical parameters induced apoptosis through mitochondrial stress. A.
Percentage of apoptotic cells. N=2; n=12. Statistical analysis by One-way and Two-way ANOVA
*=p<.05; ****=p<.0001 B. Quantification of mitochondrial membrane potential loss 1h after electric
field application. N=1; n=3. Statistical analysis by One-way ANOVA *=p<.05 C. Fluorescent detection
of generation of mitochondrial superoxide anion O~ after application of GET (x10 pulses lasting 5ms,
1Hz frequency, at OV/cm (o), 50V/cm (m), 100 V/cm (a), 200V/cm (v), 300V/cm (¢)) electrical
parameters. N=2; n=12. Data are represented as the mean value + SEM. Statistical analysis by Two-way
ANOVA *=p<.05; **=p<.01; ****=p<.0001.

Unexposed fibroblast migration properties were stimulated by 24h-conditioned media. In
order to assess the indirect effects of electric field application on the migration properties of
dermal fibroblasts, scratch wound assays with cells cultured in conditioned media were

performed (Figure 6). In this condition, analyzed dermal fibroblasts were never submitted to

electric field, but only exposed to cell culture medium conditioned for 24h by dermal fibroblasts
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that had themselves been exposed to different conditions of ECT and GET. Statistical analyses
on a large number of replicates indicated that over the first 24h the conditioned media of GET
200V/cm condition improved wound closure compared to control condition. A trend emerged
from 10h, which became statistically significant at 18h and then increased over the last 6 hours
of the experiment. However, these analyses did not reveal statistical differences for the other
GET conditions nor for the ECT conditions (figure 6A). Cell confluence within wound area
after 24h of culture in conditioned media indicated a global trend for all conditioned-media
conditions to stimulate cell migration (Figure 6B). However, only the conditioned media of
GET 200V/cm condition statistically improved the wound healing in the scratch wound assay.
It has to be underlined that the electric parameters applied in this condition were the ones
leading to moderate apoptosis. We thus hypothesized that dermal fibroblasts exposed to pulsed
electric fields and undergoing light apoptosis secreted several factors stimulating unexposed

fibroblasts to migrate in the wound area.
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Figure 6: Conditioned media from electroporated-fibroblasts stimulated the migration of
unexposed fibroblasts. A. Migration of dermal fibroblasts cultured in 24h ECT-(x8 pulses lasting
100ps, 1Hz frequency, at 0V/cm (e), 200V/cm (m), 400 V/cm (4A), 600V/cm (), 800V/cm (#)) and
and GET-(x10 pulses lasting 5ms, 1Hz frequency, at 0V/cm (e), 50V/cm (m), 100 V/cm (4 ), 200V/cm
(v), 300V/cm (#)) conditioned cell culture media. N=3; n= 18. Only the 200V/cm condition showed
statistical difference with the control condition (0V/cm). Statistical analysis by Two Way ANOVA
*=p<.05; **=p<.01; ***=p<.001 B. Wound confluence after 24h of culture in 24h ECT- or GET-
conditioned media. N=3; n=18. Data are represented as the mean value £ SEM. Statistical analysis by
One-way ANOVA **=p<.01.

ECT and GET electric parameters strongly modulate growth factor transcripts. In order
to understand the above results, a commercially available gPCR array dedicated to wound
healing was performed 4h after exposure to ECT and GET electric parameters. This analysis

revealed significant variations in the number of growth factor transcripts (Figure 7A).
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Overexpressed genes (in red in the figure) in both conditions include Connective Tissue Growth
Factor (CTGF), Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA), Platelet Derived Growth
Factor Subunit A (PDGFA), and Transforming Growth Factor Alpha (TGFa) with 1.2- to 3.6-
fold increases compared to non-electroporated controls. Several growth factors were also under-
expressed (in green in the figure) 4h after exposure to ECT and GET electric parameters
including TGF-B1 a well-known protagonist in dermal fibrosis. For GET parameters we also
noted specific over-expressions of immunity-related factors like Colony stimulating factor 3
(CSF3), as well as angiogenic factors like Epidermal growth factor (EGF). This experiment
confirmed that the expression of several growth factors transcripts was rapidly and strongly
modulated after cell electroporation. To confirm that this modulation of growth factors
transcripts was also observed at protein level, we quantified one using ELISA in cell culture
medium 24h after electroporation of dermal fibroblasts (Figure 7B). We focused on Vascular
Endothelial Growth Factor A (VEGFA) because it was the more over-expressed at the RNA
level (2.4 times in ECT and 3.3 times in GET conditions). More VEGFA protein was indeed
found in cell culture supernatant 24h after electroporation both in ECT condition (even if not
statistically significant) and in GET condition (statistically significant). We thus confirmed at
protein level that electroporation, especially GET condition, increases the expression of

VEGFA growth factor, as observed at transcriptional level
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Figure 7: Gene expression analysis of growth factor related genes in dermal fibroblasts 4h after
exposure to ECT and GET electric parameters. A. Gene expression was quantified by RT-gPCR
array. Fold changes are expressed compared to the control condition. Control and ECT condition
(600V/cm) n=3, GET condition (200V/cm) n=2. Angiopoietin 1 (ANGPT1); Colony stimulating factor
2,3 (CSF2,3); Connective Tissue Growth Factor (CTGF); Epidermal growth factor (EGF); Fibroblast
growth factor 2,7,10 (FGF2,7,10); Heparin binding EGF like growth factor (HBEGF); Hepatocyte
growth factor (HGF); Insulin like growth factor 1 (IGF1); Macrophage migration inhibitory factor
(MIF); Platelet Derived Growth Factor Subunit A (PDGFA); Transforming Growth Factor Alpha
(TGFa); Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1); Vascular Endothelial Growth Factor A
(VEGFA). B. VEGFA protein expression quantified by ELISA in cell culture medium 24h after dermal
fibroblasts electroporation with ECT (600V/cm) and GET (200V/cm) electric parameters N=1, n=5.
Statistical analysis by Mann Whitney test *=p<.05.
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Discussion

The existence of a physiological transepithelial electric potential within the skin makes
skin cells a good target for testing modulation of behavior through electroporation application.
Endogenous electric fields are important to guide cell migration and often predominate over
chemical or topographic signals [39]. Directional migration along an electric field guiding cue
has already been shown in fibroblast cells [24,40,41]. Human dermal fibroblasts submitted to
an electric field of 50-200 mV mm™! under direct current took more than 1 hour to exhibit
measureable directional migration toward the anode [24,41]. Zhao et al. have identified
Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase (PI(3)K) and Phosphatase and tensin homolog (PTEN) as
essential genes controlling the electrotaxis [24]. Indeed, the electric field directs cell migration
by acting as the primary directional signal, triggering Tyrosine-protein Kinase Src and Inositol-
phospholipid signalling pathways. The role of Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase in electro-
induced migration was confirmed by Guo and colleagues in 2010 [41]. Another suggested
mechanism is the asymmetric redistribution of EGFR membrane receptors on the cell surface
[42—44]. Nevertheless, these studies mainly applied long exposure direct currents, whereas in
this study we used a pulsed electric field. The difference in the nature and intensity of the
applied electric fields could explain the absence of significate results in migration and

galvanotaxis experiments with electroporation.

High-voltage pulsed galvanic stimulation has been shown to have a proliferative effect on
human foetal lung fibroblasts IMR-90 and to stimulate protein synthesis [45]. This study
indicated an increase in protein synthesis rates 2h post stimulation and in DNA synthesis
between 2 and 24h post stimulation. The maximum increases in protein and DNA synthesis
occurred with electric parameters of 100 pulses/seconds and 50 and 75 V/cm respectively. In

this study, electrical parameters were applied for at least 20 min, far from the pulsed electric
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field applied in electroporation. Thus, the involved molecular mechanisms may differ and

explain the absence of proliferation after ECT and GET application.

Reactive oxygen species (ROS) play a major role in wound healing response [46,47].
Interestingly, it has previously been shown that electroporation generates ROS such as H20-
[48,49]. Studies on lipid peroxidation in cell membranes after electroporation have been
reported [48-50]. Lipids peroxidation and ROS concentration increase with electric field
intensity, pulse duration and number of pulses and is correlated to membrane
electropermeabilization and to cell death when the amount of cellular damage is too high [51].
ROS can be involved in the recruitment of immune cells [52,53], in the regulation of
angiogenesis processes [46,54] and they present bacteriostatic effects at wound sites [55].
However, high production of ROS may lead to impaired wound repair [56]. In these conditions
ROS will give rise to the secretion of pro-inflammatory cytokines, of metalloproteases, and can
impair the function of dermal fibroblasts and keratinocytes [57]. Moreover, ROS are generally
associated with skin ageing, fibroblast senescence and autophagy [58]. In our experimental
conditions, electroporation of dermal fibroblasts with the highest electric field intensities in
GET condition (200V/cm and 300V/cm) blocked migration process and induced cell death.
These results are in agreement with those reported in the literature showing the deleterious

effects of H2O. on dermal fibroblasts [59,60].

We demonstrated that modulating the intensity of the electric fields led to a gradient of cell
electropermeabilization. We can hypothesize that cell responses to these different plasma
membrane defaults will be different. Indeed, apoptotic cell death induction was observed for
the most stressful GET electrical parameters (i.e 200V/cm and 300V/cm). The secretome in a
culture medium that was conditioned in these electric conditions improved the ability of
unexposed dermal fibroblasts to migrate. We can theorize that this bystander effect can occur

in vivo, where dying cell would secrete specific factors modifying surrounding cells behavior.
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It was previously demonstrated in electroporation that electric field alone induced the
externalization of calreticulin [61] while calreticulin is usually an endoplasmic reticulum-
resident protein. When externalized, it becomes a danger-associated molecular pattern
molecule (DAMP) associated with the induction of immunogenic cell death [62]. Interestingly,
studies showed that calreticulin externalization played a significant role in cutaneous wound
healing by stimulating dermal fibroblast and keratinocyte proliferation, migration, and
differentiation [63]. Several studies have already shown that nucleotides released from damaged
tissues, such as extracellular ATP or purines and pyrimidines released following cell death and
DNA fragmentation, regulate many important functions of skin cells (proliferation, migration,

contraction) and can promote wound healing [64].

Further experiments would be needed to finely describe what kind of factors are secreted
or released by the dying cells. We obtained encouraging results on the modulation of a number
of growth factors transcripts by electroporation. One of them, VEGFA, was quantified at protein
level by ELISA. In our experimental condition, we demonstrated that electroporated dermal
fibroblasts released in cell culture a significant amount of VEGFA. However, comprehensive
analyses of both growth factors and cytokines secreted as a result of electroporation should be
exhaustively conducted at protein level (ELISA, proteomic, secretome profiling) and functional
tests are essential to conclude in our experimental conditions. Interestingly, cues can be found
in the literature to enrich the reflection on this bystander effect. Some authors used pulsed
electric field to activate platelets. They showed that electroporation stimulates the release of
growth factors such as PDGF-AA, TGF-B1 or EGF, contained in granules within the cells [65].

A modulation of pulsed electric field parameters led to a differential growth factors release [66].

Bystander effect induced by electroporation was previously investigated in the context of
melanoma tumor cells [67]. In this context, a negative bystander effect leading to death of cells

cultivated in conditioned medium was observed and could be due to release of microvesicles
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(<500nm). Interestingly, the bystander effect and microvesicles amounts depended on electric
parameters (pulse amplitude and repetition frequency), confirming that in tissue cell response
will be different depending on electric field distribution. Since electroporation affects plasma
membrane integrity, it would be of utmost importance to characterize well and screen the
induced extracellular vesicles, which can contain proteins, RNA molecules and other agents,

able to influence signaling pathways in distant cells.

In this line of thought on communication between cells, co-culture of cells would be a
complementary approach to the one adopted in this study. In our case, a co-culture of dermal
cells (primary fibroblasts) with epidermal cells (primary keratinocytes) would be relevant. To
go forward, in vitro cell culture models should switch from 2D to 3D tissue models. Even if 2D
cell cultures are easier to manage, it is now widely accepted that 3D models better mimic in
vivo situations [68]. In skin context, some in vitro 3D tissue models such as spheroids [69],
dermal cell sheets [29,70] or recellularized human skin biopsy [71] have been developed and
used in electroporation study. The next step would be to use them for fundamental studies to

better understand links between electroporation and wound healing.
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ABSTRACT. Impairment of extracellular matrix (ECM) remodeling is observed in the tumor
microenvironment or fibrosis and results in excessive collagen production and/or decreased
degradation by metalloproteinases MMPs. Thanks to their local application and transient
effects, physical stimuli appear as attractive tools to remodel ECM. We assessed the potential
of pulsed electric field technology, classically applied to drug delivery, to induce collagen
remodeling at the tissue scale. A sophisticated in vitro tissue-engineered human dermal
substitute was used to demonstrate that microsecond and millisecond pulsed electric fields
induced 1) a rapid modulation (4h after electrostimulation) of mRNA’s genes composing the
matrisome, particularly a down-regulation of pro-collagens and ECM maturation’s enzymes
such as transglutaminase TG2 and LOX-like; 2) a transient decrease in pro-collagens
production and hydroxyproline tissue content within a week after electrostimulation; 3) a
long-lasting ROS-dependent over-activation of MMPs for at least 48h and 4) a down-
regulation of TGF-B. These observations underpin that pulsed electric fields, a technology
already approved for clinical use combined with anti-cancer agents, are particularly promising

to provide local and effective treatment of abnormal ECM.

INTRODUCTION. The extracellular matrix (ECM) is a dynamic and complex mesh of
structural proteins and carbohydrates that are essential for tissue development, structure, and
functionality (Frantz et al. 2010). Impairment in its regulation, composition, biophysical
properties and remodeling is observed in diseases such as cancers or fibrosis (Winkler et al.
2020). ECM components and the proteins that regulate ECM remodeling appear as promising
therapeutic targets for human healthcare (lvey et al. 2016). Physical strategies such as
radiotherapy, hyperthermia, photodynamic therapy or emerging ones (plasma, sonoporation)

appear to be a relevant strategic solution to induce ECM remodeling (Gouarderes et al.



2020b). Their local effect and space-time control application resonate with the ongoing quest

to alleviate patients’ adverse side effects from systemic pharmacological approaches.

In this study, we applied external pulsed electric fields (PEFs) that increase the cell membrane
permeability, a phenomenon known as electroporation, presenting a wide variety of
biomedical applications (Geboers et al. 2020). Electroporation can be either reversible or
irreversible. While irreversible electroporation (IRE) and partial IRE lead to cell death and
preservation of the structural integrity of surrounding tissue (Davalos et al. 2005; Golberg et
al. 2016; Golberg et al. 2018), on the contrary, reversible electroporation transiently increase
membrane permeability, enhancing concomitant delivery of therapeutics in drug delivery
strategy, while preserving cell viability. In our work, we focused on reversible electroporation
and applied similar electrical conditions to those applied in clinics for drug delivery. Thus,
two distinct calibrated electric protocols already used in routine in human and veterinarian
clinics for drug delivery to cure superficial and deep tumors were applied (Nuccitelli 2019;
Yarmush et al. 2014). They consist of millisecond length “long pulses protocol” (LP) which is
used for nucleic acids delivery in DNA vaccination gene therapy, and microsecond length
“short pulses protocol” (SP) used for anti-tumor drug delivery in electrochemotherapy (Marty
et al. 2006; Gehl et al. 2018). Our strategy lay on applying solely physical electrical stimuli,
without the addition of any drugs, to modulate cell behavior. These calibrated electric
parameters were applied to a sophisticated in vitro tissue-engineered human dermal substitute,
produced through the self-assembly approach in which cells produce their own extracellular
matrix (Athanasiou et al. 2013). Thus, the final tissue substitutes are rich in endogenous ECM
proteins, as demonstrated by proteomic analyses (Magnan et al. 2018), demonstrating its

complex composition and similarity to the native dermis.

Our findings indicate that applying a calibrated train of electric pulses as a purely physical

stimulus tends to be a relevant therapeutic tool with a broad potential that can extend far



beyond its actual clinical application in electrochemotherapy. A good understanding of the
cell mechanisms induced by the electric field itself (no need for external molecules addition)

will increase its applicability in a context where ECM is abnormal such as in fibrosis.

RESULTS AND DISCUSSION

Human dermal substitutes present a unique biological architecture rich in collagens.

Nowadays, researchers have the most benefit of hindsight with PEFs treatment of skin
cancers. To demonstrate the high potential of PEFs in ECM remodeling, we turned to a model
of human dermis substitute we have engineered. Scanning electron microscopy showed a
polarization of the tissue model, with more cells on its top (culture medium side) and more
ECM fibers on its bottom (Petri side) (FiglA, B). Transmission electron microscopy of a
whole transversal section confirmed this vertical gradient of cells and ECM (Fig1C). A zoom
performed on the ECM part allowed to detect the characteristic banding pattern of collagens
fibrils (FiglD). Of note, fibril-forming collagens types I, 111, and V, characterized by their
ability to assemble into highly orientated supramolecular fibrils, are the main components of
the human dermal extracellular matrix (Gelse 2003) and of the human dermal substitutes as
assessed by proteomics (Magnan et al. 2018). This result correlated with the second-harmonic
generation (SHG) signal, detected by two-photon microscopy, which confirms the proper
organization of these fibrillar collagens within our tissue model (FiglE). Fourier Transform
Infrared-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) (Sanden et al. 2019) corroborated the

polarization of the tissue model (FiglF, Figure S1, Table S1).
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Figure 1. Human tissue-engineered 3D dermal substitutes are rich in collagens and
present a top/bottom polarisation. A. Top surface (cell culture medium side) of dermal cell
sheet observed by scanning electron microscopy (SEM). Scale bar =5 pum. B. Bottom surface
(Petri side) of dermal cell sheet observed by SEM. Scale bar = 5 um. C. Transversal section
of dermal substitute observed by transmission electron microscopy (TEM). Scale bar = 10 um
D. Striated collagens fibrils observed by TEM. Scale bar = 200 nm. E. Second Harmonic
Generation (SHG, in cyan) signal detected in the top view of substitute by two-photon
microscopy. Scale bar = 50 pum. F. Nucleic acids and collagens repartition between the
medium side (top side) and Petri side (bottom side) measured by FTIR-ATR. n>6.



PEFs induce a differential expression of matrisome’s genes. Mean FTIR spectra pointed

out that electrostimulation did not cause significant alteration of the global spectral signature
of the different biological components but changes in bands intensities (Figure S2).
Interestingly, a focus on RNA 990 cm™ band (Fig2A) evidenced a significant transient
increase in RNA content of each side of the substitute 24h after electrostimulation.
Transcriptomic analysis of differentially expressed genes in the whole tissue was led 4h after
electrostimulation, within a time frame close to the stress, in order to not lose the dynamics
following the application of PEFs. Results showed that among the 20,000 genes analyzed, 606
genes were differentially (£2 fold-changes and p-value p <0.01) expressed 4h after long
pulses (LP) protocol (350 up-regulated and 256 down-regulated) and 351 after short pulses SP
protocol (258 up-regulated and 93 down-regulated) (Fig2B). All the genes modulated by SP
protocol were also regulated in LP protocol, meaning that common pathways are activated
independently of the pulse protocol applied. Gene ontology analysis was led using GOrilla
tool (Eden et al. 2009) in order to visualize the most significantly enriched biological
processes following electrostimulation (table S2). It appeared that metabolic pathway
processes at large were mainly affected. In the context of our study, we focused on genes
involved in the composition of the matrisome defined as the list of all the genes coding for
proteins entering in the composition of matrices, grouping the “core matrisome” and
“matrisome associated proteins” (Hynes and Naba 2012; Naba et al. 2016). Exhaustive
transcriptomic results are dispatched in tables S3 (core matrisome) and S4 (matrisome-
associated proteins). Presented volcano plots indicated that most of the genes impacted by
PEFs were assigned to matrisome-associated proteins sub-panel and consisted principally in
secreted proteins such as growth factors, regulatory factors such as metalloproteases MMPs

and their inhibitors, and enzymes responsible for ECM cross-linking (Fig2C). Previous in



vitro studies confirmed the ability of PEFs to favor growth factors and the release of cytokines

from different cell types at protein level (Garner et al. 2020; Gouarderes et al. 2020a).
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Figure 2. RNA content is modulated in dermal substitutes after electrostimulation. A.
RNA indicators in the top (enriched in cells) and bottom (enriched in ECM) sides of the
dermal substitute measured by FTIR-ATR 24h and 48h after electrostimulation. n>6. Control

condition (Ctrl @), long pulses (LP m), and short pulses (SP

) protocols. B. Differentially

expressed genes 4h after electrostimulation in control (Ctrl) condition, long pulses (LP) and
short pulses (SP) protocols among the 20,000 genes analyzed by transcriptomic analysis using
Clariom S Affymetrix array. n=4. C. Volcano plots showing the significant impact on
differentially expressed matrisome’s genes 4h after pulsed electric field stimulation with LP,
and SP protocols. ADAMTS1: ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 1;
ADAMTS15: ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 15; ANGPTL1:



angiopoietin like 1; BMP1: bone morphogenetic protein 1; CCL4L2: chemokine (C-C motif)
ligand 4-like 2; CLCF1: cardiotrophin-like cytokine factor 1; CLEC2D: C-type lectin domain
family 2, member D; COL1A1: collagen 1A1l; CRISPLD2: cysteine-rich secretory protein
LCCL domain containing 2; CRLF1: cytokine receptor-like factor 1; CTGF: connective tissue
growth factor; CXCL8: chemokine (C-X-C motif) ligand 8; DDX26B: (Asp-Glu-Ala-
Asp/His) box polypeptide 26B; ELFN1: extracellular leucine-rich repeat and fibronectin
type 111 domain containing 1; F13B: coagulation factor XIII, B polypeptide; HBEGF: heparin-
binding EGF-like growth factor; IFNE: interferon epsilon; IL12A: interleukin 12A; ILG6:
interleukin 6; INHBA: inhibin beta A; LOXL4: lysyl oxidase-like 4; NGF: nerve growth
factor; PLXNAL: plexin Al; PLXNDZ1: plexin D1; PPT2: palmitoyl-protein thioesterase 2;
SERPINB2: serpin peptidase inhibitor member 2; TGM2: transglutaminase 2; TIMP3: TIMP
metallopeptidase inhibitor 3; TNFAIP6: tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6;
VEGFA: vascular endothelial growth factor A.

PEFs induce a transient decrease in collagens production. mRNA modulation of the whole

collagen family members 4h after the dermal tissue has been electrostimulated indicated a
general trend towards a decrease in the expression of collagens (Table S3 and Figure S3A).
FTIR-ATR analyses of dermal substitutes 24h and 48h after electrostimulation indicated that
the collagens 1338 cm™ band was not altered on the top side, rich in cells, but decreased in the
bottom side, rich in ECM, solely for SP protocol conditions (Fig3A). Because FTIR-ATR is a
superficial probe (up to 3.6 um depth), we performed differential scanning calorimetry (DSC)
analyses in order to evaluate collagens integrity in the whole tissue (Figure S4). No significant
differences were observed for denaturation enthalpy AHg and denaturation temperature Tmip
after electrostimulation, indicating no major variation in collagens integrity after PEFs
application. In parallel, we performed a whole tissue hydroxyproline quantification to
estimate global collagen content, 48h, one week, and four weeks after the electrostimulation
(Fig3B). Regardless of the electric protocol applied, a significant decrease ranging from 35%
to 50% in tissue collagen’s content was observed 1 week after electrostimulation. We verified
that this decrease in hydroxyproline content one week after electrostimulation was not due to
a decrease in the number of living cells capable of synthesizing collagens. No statistical

difference between the control condition (110,000 cells £ 10,300) and the LP (116,000 cells +



8,600) and SP (130,000 cells + 6,600) conditions was observed. This decrease in tissue
collagen’s content was totally reversed after a long-term culture (4 weeks), demonstrating the
character transient of the electrostimulation effects in an irrefutable way. To determine if this
drop in global collagens content arises from a decrease in collagens production, the
abundance of major dermal collagen (Ricard-Blum 2011), namely collagen I, was quantified
in the supernatant (Fig3C). The analyses showed a significant decrease in pro-collagen Ial
abundance in the supernatant of about 25% compared to the control condition as soon as 24h

consecutively to electrostimulation, which lasted at least 48h.

During their maturation phase, collagen fibrils and other ECM components are strengthened
by covalent cross-linking by lysyl oxidases (LOXs), lysyl hydroxylases, and tissue
transglutaminases (TGs) (Griffin et al. 2002; Gelse 2003; Scott et al. 2012). In our
experiments, analyses of LOXs mRNA family indicated a significant decrease for LOXL4
mRNA (Fig3D), and a major down-regulation (by -5 and -6-fold changes for LP and SP,
respectively) of TG2 expression in transglutaminases mRNA family (Fig3E). TG2 is the most
widely distributed and expressed member of the transglutaminase enzyme family (Collighan
and Griffin 2009). Our results on LOX and TG mRNA down-regulation are significant but
would deserve further investigation, by quantifying not only the protein level of these
enzymes (ELISA) but also their activity (functional assays). A better definition of the effect of
PEFs on the effective modulation of their activities, whose deregulation is implicated in many
diseases (Trackman 2016; Szondy et al. 2017), would allow envisaging new therapeutic

applications for this physical technology.
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the time after electrostimulation. C. Dosage by ELISA of pro-collagen Ial in supernatants. D.
Modulation of lysyl-oxidases (LOX) family’s mRNA 4h after electrostimulation. E.
Modulation of transglutaminase (TGM) family’s mRNA 4h after electrostimulation. Control
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) protocols.



PEFs induce sustained activation of MMPs without overexpression of the proteins. In

order to understand the origin of collagen decrease after electrostimulation, we analyzed the
MRNA modulation of the whole MMPs family members (FigS3B). 4h after
electrostimulation, mMRNAs of MMP-1 (-3.5-fold changes), and to a lesser extent MMP-2, -14,
-16 were significantly down-regulated while MMP-19 mRNA was up-regulated. We then
moved to the protein level, to quantify the main major cutaneous MMPs by ELISA, namely
MMP-1, -2, -3, -9 (Amalinei et al. 2007; Kahéari and Saarialho-Kere 1997) (FigdA). ELISA
analyses showed that MMP-1 and MMP-2 protein expression slightly and transiently
decreased in the 6 first hours after electrostimulation, while no difference in protein quantity
was observed for MMP-3 over 48h after treatment. By contrast, MMP-9 was significantly
higher in abundance at both 24h and 48h after LP protocol was applied, but not after SP
protocol.

The cleavage of inactive zymogen (pro-MMPs) is a key step for their proteinase functions. In
order to quantify the global amount of MMPs in the supernatant, we took advantage of the
ability of organomercurial compounds to in vitro cleave pro-MMPs into their active form
(Fig4B). Interestingly, no difference of global signal was observed 6h and 24h after
electrostimulation, meaning that the quantity of MMPs in the supernatant is similar between
control and electrostimulated conditions. However, a clear overexpression of global MMPs
was noted in LP protocol 48h post-electrostimulation, which follows the same trends observed
previously in the ELISA results for MMP-9 (Fig4A). To go further and be more realistic of
the process involved in our experimental conditions, the activity of the solely endogenously
active MMPs was quantified, reflecting the actual activity rate of MMPs in the model
(FigdC). A clear increase in MMPs activity was observed as soon as 6 hours after
electrostimulation and maintained for at least 48 hours. Since this increase was not due to an

overproduction of MMPs as quantified at the protein level (FigdA and B), we hypothesized



that its endogenous inhibitors, the TIMPs family, were down-regulated. The transcriptomic

analysis of mMRNA modulation of the TIMPs family members 4h after electrostimulation

indicated that only TIMP3 was statistically down-regulated in LP protocol (Fig4D), an

observation not confirmed at protein levels by ELISA (Fig4E).
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Figure 4. MMPs activity but not expression is increased after electrostimulation. A.
Expression of MMP-1, -2, -3, and -9, quantified in the supernatant by ELISA. B. Global
MMPs activity quantified by fluorimetry after chemical activation of all pro-MMPs present in
the supernatant. C. Quantification by fluorimetry of endogenously active MMPs in the
supernatant. D. Modulation of TIMPs family mRNA 4h after electrostimulation. E. TIMP-3

expression quantified in the supernatant by ELISA. Control condition (Ctrl @), long pulses
(LP m), and short pulses (SP A) protocols.

Pharmacological MMPs’ inhibitor partly restores collagens content. In order to estimate

the degree of causality between MMP over-activity and the decrease in collagens content
observed in tissues after the application of both LP and SP protocols, we added a broad-
spectrum pharmacological inhibitor, namely GM6001 or llomastat, to the cultures. As
expected, after 48h of culture, MMPs activity was non-significantly different between
conditions in the presence of the inhibitor (FighA). Moreover, total hydroxyproline content in
tissues one week after electrostimulation was statistically restored when MMPs activity was
inhibited with GM6001 (Fig5B). While inhibition of MMPs activity after SP protocol clearly
normalizes whole tissue collagen content, it was less efficient after LP protocol. FTIR-ATR
analyses performed on the bottom side (richer in ECM) of the dermal substitutes 24h and 48h
after electrostimulation confirmed that collagens content was restored in the presence of
GM6001 after SP protocol, while no effect was detectable for LP protocol (Fig5C). ECM
remodeling is a subtle balance between synthesis/maturation/degradation which seems more
complex for LP than SP protocol. Since pulses last longer in LP protocol, it seems reasonable
to hypothesize that cells within the tissue are more affected and develop a more complex
response to this stress. A key element to support this hypothesis is the higher number of
modulated genes in the LP protocol compared to the SP protocols (606 versus 351
respectively) as determined by transcriptomic analyses.

Inactive zymogen pro-MMPs are known to be proteolytically activated in the extracellular

space by endogenous proteases and other active MMPs or to be activated in response to



exogenous signals such as low pH, heat, reactive oxygen species (ROS) (Amalinei et al. 2007;
Kéahdri and Saarialho-Kere 1997). Low pH can reasonably be ruled out because of the
buffering of both pulsing and cell culture medium. Heat is a parameter that can also be
excluded as the pulsing buffer and electric parameters are designed to remain in athermal
conditions (Kotnik et al. 2019). In contrast, lipids peroxidation and ROS production have
been shown to occur with PEFs (Kotnik et al. 2019). Increasing concentrations (ImM and
5mM) of N-acetyl-L-cysteine (NAC), a potent ROS inhibitor that increases cellular pools of
free radical scavengers (Zhitkovich 2019), were added to both pulsing buffer (during the
application of PEFs) and in cell culture medium (Fig5D). Increasing concentration of the ROS
scavenger led to a statistical decrease of MMPs over-activation. This observed dose-response
clearly establishes the link between the over-activation of MMPs and the presence of ROS in
the environment. At this stage of the investigations, no clear response can be provided
concerning the origin and maintenance of these ROS. Given electrostimulation is a brief event
(less than 12 seconds), abolished upon transfer of the dermal substitutes from the pulsation
buffer to the fresh culture medium a few seconds after electrostimulation, and that ROS half-
life is very short due to their inherent instability and high reactivity (Dickinson and Chang
2011), the cellular origin of these ROS is more likely to explain the sustained ROS-dependent
over-activation of MMPs observed for at least 48h. In order to better discriminate the role of
specific MMPs in ROS-dependant over-activation, we performed experiments with MMP-
specific substrates (FighE, F). We demonstrated that gelatinase MMP-2 and -9 as well as
stromelysin MMP-3 and -10 were not activated by electrostimulation, even if MMP-3 was
undoubtedly the most abundant MMP at protein level (ug range compared to ng for MMP-1
and -9 and pg for MMP-2) (Fig 4A). It thus appears that the observed over-activation of ROS-
dependent MMPs was due to the activity of one or more of the following MMPs, namely

MMP-1, -7, -8, -12, -13, -14, -15, -16, without being able to experimentally identify more



precisely the responsible ones. Interestingly, the over-activity of the collagenases MMP-1, -8

and -13 can be linked with the observed decrease in tissue collagen’s content (Fig 3A, B).
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Figure 5. Pharmacological MMPs inhibitor GM6001 partly restores dermal substitute
collagens content altered by ROS-dependent MMPs over-activation. A. Quantification by
fluorimetry of endogenously active MMPs in supernatant 48h after electrostimulation in the
presence of GM6001. B. Hydroxyproline content in the whole dermal substitute 1 week after
electrostimulation, cultured in the presence (blank symbols) or absence of GM6001 (full
symbols). Statistical analysis between the two controls was analyzed with Unpaired t-test. C.
Collagen indicator in the bottom side (enriched in ECM) of dermal substitutes measured by
FTIR-ATR 24h and 48h after LP and SP electrostimulation in the presence (blank symbols) or
absence of GM6001 (full symbols). D. Quantification by fluorimetry of endogenously active



MMPs in supernatant 24h after electrostimulation and culture in the presence of 1mM and
5mM ROS inhibitor N-acetyl-L-cysteine (NAC). E. MMP-2 and -9 gelatinase activity was
quantified by fluorimetry in presence or absence of 5mM NAC. F. MMPs activity against
specific substrates was quantified by fluorimetry in presence or absence of 5mM NAC.

Control condition (Ctrl @), long pulses (LP m), and short pulses (SP A) protocols.

Pulsed electric fields down-requlated pro-fibrosis inducer TGFE-B1. Fibrosis results from

changes in collagen expression, biosynthesis, enzymatic cross-linking, and degradation by
MMPs (Ricard-Blum et al. 2018). These molecular modifications leading to a fibrotic
signature are primarily regulated by TGF-B1, considered the major pro-fibrogenic inducer
(Meng et al. 2016). Interestingly, our experiments show that PEFs significantly down-
regulated TGF-B1 both at mRNA and protein levels (Fig6A, B). To go further, we analyzed
other factors known to be pro-fibrogenic and associated with fibrotic diseases, namely
interleukin IL-4 and IL-13 (Wynn 2004), but no change was observed at protein levels
(Fig6C, D). To enrich the discussion on the therapeutic potential of PEFs in the context of
fibrosis, it is essential to emphasize that they induced a drastic decrease in the gene expression
of LOXL4 and transglutaminase TG2 (Fig 3D, E), which are known to play an important role
in the fibrotic process when overexpressed (Grenard et al. 2001; Benn et al. 2019; Chen et al.

2020).
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Figure 6. Pulsed electric fields down-regulate pro-fibrosis inducer TGF-g1. A.
Modulation of TGF-f 1 mRNA 4h after electrostimulation. E. TGF-3 1 expression quantified
in the supernatant by ELISA. C. IL-4 expression quantified in the supernatant by ELISA. D.

IL-13 expression quantified in the supernatant by ELISA. Control condition (Ctrl e), long
pulses (LP m), and short pulses (SP A) protocols.

CONCLUSION. Our results indicate that PEFs are prompt to favor collagens remodeling
through both a transient decrease in its production and an increase in its degradation through
MMPs sustained activation depending on ROS. The determination of the origin of these ROS
is beyond the scope of this work but would clearly open an outlook for further studies.
Furthermore, our experimental data prove the ability of the pulsed electric field to down-
regulate at both mRNA and protein level the TGF-p, the master regulator of fibrosis, together
with a drastic decrease in the gene expression of major enzymes involved in ECM cross-
linking (LOXs and transglutaminases). Taken together, these results open up realistic and
relevant prospects for PEF technology, without any drug, in the context of fibrosis treatment.

All these findings can be excitingly correlated with observations realized by clinicians using



short pulse (SP) protocol to deliver anti-tumor drugs, whom commonly observed aesthetic and
functional healing of sites treated with electrochemotherapy (Glass et al. 1997; Marty et al.
2006; Kis et al. 2012), and by patients themselves, who underlined an improvement in wound
healing, and aesthetic impairment (Campana et al. 2009). To conclude, PEFs application to
locally and transiently remodel the extracellular matrix present a high and easy translational
potential. Indeed, these types of electrical parameters are nowadays used in clinics as an anti-
cancer treatment, meaning that validated apparatus (pulsed electric field generator, electrodes,
dosimetry...) are available and clinicians are used to, and well-trained to apply this kind of

protocol.

MATERIAL & METHODS

Human primary cell culture. Primary human dermal fibroblasts were isolated from 4-years
old foreskin biopsy commercially available (Icelltis, France) (Gibot et al. 2010). Ethical
approval has been obtained by the supplier from the French Ministry of Higher Education,
Research and Innovation (#AC-2019-3444) and written, informed consents from the
guardians of the children were obtained. Cells were grown in DMEM GlutaMAX (Gibco
#10569010) supplemented with 10% of heat-inactivated fetal calf serum (Gibco #10270106),
100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (Gibco #15140122), at 37 °C in a
humidified atmosphere at 5% CO>. Cells were regularly tested negative for mycoplasma

(MycoAlert detection kit, Lonza #LT07-318).

Reconstruction of human 3D dermal substitutes. Human dermal tissues were generated by
tissue-engineering as previously described (Gibot et al. 2017). 30,000 cells/cm? primary

human dermal fibroblasts were seeded in 24-well plates containing anchoring paper



(Whatman #1004150). Cells were cultivated for 4 weeks in medium supplemented with

50 pg/ml ascorbic acid (Sigma #A4034, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Pulsed electric field application to dermal substitutes to induce reversible
electroporation. Two stainless steel, flat, parallel electrodes (0.8 cm between electrodes, 1 cm
long) (Megastil, Ljubljana, Slovenia) were placed on the top of dermal tissue, covering all the
cell area, and immersed in pulsing buffer (10 mM KoHPO4/KH2PO4, 1 mM MgCl,, 250 mM
sucrose, pH 7.4 in sterile water) (Madi et al. 2015; Madi et al. 2016) (Figure S5A). A Btech
electro-cell S20 generator (LeroyBiotech, France) was used to deliver square-wave electric
pulses at room temperature. Electric parameters applied were for the long-pulses protocol
(LP): 10 pulses of 5 ms long, 1 Hz, 600 V/cm and for the short-pulses protocol (SP): 8 pulses
of 100 ps long, 1 Hz, 1000 V/cm (Figure S5B). Millisecond pulses (LP protocols) are
classically used to improve nucleic acids delivery thanks to electrophoretic force, while
microsecond pulses (SP protocol) are used for small antitumor drugs delivery. These electrical
conditions were similar to those applied in clinics for drug delivery (Gehl et al. 2018;
Nuccitelli 2019) and well-characterized to induce transient and reversible cell electroporation
not inducing cell death. They induced cell permeabilization in the entire depth of the tissue

(Figure S5C, D) (Madi et al. 2016), while preserving cell viability (Figure S5E).

Electron microscopy. For transmission and scanning electron microscopy characterization of
4-weeks old control (non-electrostimulated) tissues, dermal substitutes were fixed in 2%
glutaraldehyde diluted in 0.1 M Sorensen phosphate buffer (pH 7.4) for 24 h at 4° C and
processed as classically described in the literature for tissues. Observations were carried out
using Hitachi HT7700 transmission electron microscope and FEG scanning electron

microscope FEI Quanta 250.



Second-harmonic generation (SHG). Organized fibrillar collagens bundles were imaged by
SHG using a multi-photon microscope LSM 7MP (Carl Zeiss SAS, Jena, Germany). The total

thickness of the dermal substitute (approximately 50 pum) was imaged.

Fourier-Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR). FTIR-ATR
spectra were performed using a Nicolet 5700 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
equipped with ATR accessory (Smart Orbit with a type IIA diamond crystal, refractive
index 2.4) with a KBr beam splitter and a MCT/B detector. The penetration depth of the
evanescent wave into biological tissue was estimated between 0.4 and 3.6 um. Hydrated
dermal substitutes were laid on the ATR device and dried for 20 min at ambient temperature
before spectral acquisition. The top side and the bottom side were successively placed onto
the crystal. Spectra were recorded over the region of 4000-450 cm™ with a spectral resolution
of 2cm? and 32 accumulations. A background spectrum was recorded before each
experiment and subtracted from the sample spectrum. Data were collected using Omnic 8.0
(ThermoFisher Scientific). Then spectra were baseline corrected, smoothed (11 points
Savitzky Golay) and normalized to the amide 11 (1540-1550 cm™). The spectra presented per
group of samples were calculated by averaging the spectra of all samples within each group.
To quantify the different biological components, the areas of the specific absorption bands
were computed from the individual spectrum of each sample, and the appropriate ratio of

areas was used according to literature data (Staniszewska et al. 2014; Wang et al. 2005).

Transcriptomic analysis of electrostimulated dermal substitutes. RNAs were extracted 4 h
after dermal substitutes electrostimulation using RNeasy Mini kit (Qiagen #74104). The yield
and integrity of the extracted RNAs were confirmed on Bioanalyzer 2100 Expert (Agilent).
Differential gene expression was studied by transcriptomic using Clariom S Affymetrix chips

on Genome and Transcriptome (GeT) platform of Genotoul (Toulouse, France). Data analysis



was performed with TAC software, and expression analysis settings were: Gene-Level Fold

Change <-2 or> 2; Gene-Level FDR <0,05; Anova Method: ebayes.

Quantification of hydroxyproline content. Total hydroxyproline content of whole dermal
substitutes was measured using the Hydroxyproline Assay Kit (Sigma #MAKO008). A specific
set of experiments was led in the presence of 100uM of pan-MMPs pharmacological
inhibitor GM6001 (Sigma #CC1010). GM6001 was added to the culture medium immediately

after electric field applications, and renewed at each cell culture medium change.

Quantification of metalloproteinases (MMPSs) activity. Quantification of global MMPs
activity in the supernatant was carried out using SensoLyte520 Generic MMP Assay Kit
(Anaspec #AS-71158) allowing detecting simultaneously the activity of MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9,
12, 13, and 14. Two distinct strategies were led: 1) quantification of the total MMPs activity
after chemical activation with 4-aminophenylmercuric acetate (APMA) for 4h at 37°
according to manufacturer pieces of advices permits to quantify the total amount of (pro-
)JMMPs in supernatant, and 2) quantification of endogenously active MMPs in the
supernatant. A set of experiments was carried out in the presence of 100 uM GM6001 in cell
culture medium or in the presence of N-acetyl-L-cysteine (NAC, Sigma #A7250) in both
pulsing buffer and cell culture medium. Specific MMPs activity was analyzed using
commercial substrates according to manufacturer’s instructions: MMP-2, -9 (Gelatin
Degradation Assay Kit (#ab234057)), MMP-3, -10 (R&D systems #ES002) and other MMPs

(R&D systems #ES001).

ELISA quantifications. Supernatants were harvested at 6h, 24h, 48h after electrostimulation
and stocked at -80 °C to be used within a month. Following ELISA kits were used strictly
according to manufacturer’s protocols: Pro-Collagen | alphal DuoSet ELISA kit (R&D
systems, #DYO008), TGF-B1 DuoSet ELISA kit (R&D systems, #DYO007), TIMP-3

(Elabscience, #E-EL-H1454), MMP-1 (ELISA Genie, #HUFI100205), MMP-2 (ELISA Genie,



#HUF100017), MMP-3 (ELISA Genie, # HUFI00208), MMP-9 (ELISA Genie, #
HUFI00211), IL-4 and IL-13 (V-PLEX Proinflammatory Panel 1 Human Kit, MSD, #

K15049D).

Statistical analyses. Data analysis was performed using GraphPad Prism 8 Software (La
Jolla, CA, USA), and independent biological replicates were plotted and expressed as mean +
SEM (standard error to the mean). Data have been statistically analyzed using one-way
ANOVA followed by Dunnett's post-test to compare every condition (LP, SP) to the control
one (0 V/cm). Statistics are expressed relative to the control condition (0 VV/cm). ns: non-

significant, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 and **** p <0.0001.
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Supplementary text S1: Vibrational signature of human dermal substitutes

The FTIR-ATR spectra of the top and bottom sides of dermal substitute in control condition,
in the [3800-1300 cm™] range is shown in Fig S1a. Main absorption bands detected from the
spectrum of both the bottom and/or top sides, and their respective assignment are summarised
in Table S1. Those were interpreted according to values reported in literature.
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Figure S1. Mean FTIR-ATR spectra of dermal substitute in control condition in the
[3800-1300 cm] range (a) and in the [1500-900 cm] range (b).

In the [3000-2800 cm™] range, asymmetric and symmetric stretching absorption modes of
methylene group vas(CH2) and vs(CH2) located at 2927 cm™ and 2850 cm™ respectively, are
mainly associated with lipids and widely used to quantify them. In the [1800-1500 cm™
spectral region, protein absorption is represented by Amide | and Amide Il bands. The amide |
band, mainly arising from C=0 stretching, is very sensitive to secondary structures in
proteins. It must be underlined that O-H bending vibration of water is superimposed to the
Amide | vibration in hydrated samples. In contrast with Amide I, Amide I, that mostly
combines N-H bending coupled to C-N stretching, is not sensitive to water and largely used as
a normalisation peak to compare whole spectra. Another absorption mainly attributed to
proteins is the methyl bending Sas(CH3) visible at 1452 cm™, whose area is used in further
ratio indicators. The enlargement of the [1500-900 cm™] range (Fig S1b), generally known as
the fingerprint region, can reveal subtler molecular differences in biological tissues.

The 1338 cm™ band (wagging of proline side chain) is thus referenced in literature as a
specific absorption of collagen and can be used to quantify this major ECM protein (Tang et
al, 2017; Belbachir et al, 2009). The area ratio A(1338 cm™)/A(1452 cm™) is thus computed
to determine collagen content from tissue side.

As referenced in Table S1, the 1082 cm™ band absorption is mainly assigned to the vs(PO2") of
DNA and phospholipids of cell membranes (Wood et al, 2016), with the contribution of the
C-O of collagen and glycosaminoglycans. In addition, the 1060 and 1032 cm™ are mainly
assigned to the C-O stretching vibration of ribose and other carbohydrates residues (Sanden et
al, 2019). This area ratio A(1140-1000 cm™)/A(1452 cm™) zone is thus assigned to a “mixed”
zone, peculiar sensitive to cellular material and GAGs.

Finally, the 990 band is specifically assigned to uracil ring motions of RNA while the 970 cm’
1'js assigned to DNA (mainly) and RNA ribose-phosphate skeletal motions (Wood et al,
2016). The area ratio A(970 cm™)/A(1452 cm™) is used to determine the presence of cellular
materiel in each side.



Table S1: FTIR assignment of bottom and/or top side control condition dermal

substitute
Band position Assignment
/em™
3600-3000 Amide A : Mainly v(N-H) of protein + v(O-H) of water (largely dependent
on hydration)
2958,2925,287 vas(CHs), vs (CH3) of proteins, vas (CH2), vs (CH2) of lipids
0,2850
1744-1735 v(C=0) of triglycerides, cholesterol esters, phospholipids
1694-1630 Amide | : v(C=0) of proteins and 6(0-H) of water
1558-1542  Amide Il : v(C-N), & (N-H) of proteins
1452 8as(CH3) of proteins
1401-1393 vs(COO") of proteins and lipids
1338 6(CH2) wagging of proline chains (specific collagen band )
1320-1200 Amide 11l : several modes of vibration of proteins including v(C-N), & (N-
H), 6 (N-H), v(C-C) and 5(C-H)
1246-1200 1238 cm™: §(CH3) specific of ECM (mainly collagen)
1205 cm™1: §(C-OH) specific of ECM (mainly collagen)
1200-1180 v(C-0) of proteins and v(C-OH) of nucleic acids
1180-1000 1171 cm™: vas (CO-0O-C) of cholesterol esters, phospholipids
1115 cm™: v,s (C-0) of carbohydrates
1081 cm™: v(C-0-C) of collagen, glycolipids, proteoglycans and vs(PO>’)
of phospholipids and nucleic acids (DNA)
1061 cm™: v,s (C-0O) of carbohydrates
1032 cm™: v, (CO-0-C) of carbohydrates residues in collagen and (GAG)s
990 RNA uracile ring motions
970 DNA/ RNA ribose-phosphate skeletal motions
[Top side | 1140-1000 Botions side 1140-1000
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Figure S2. Mean FTIR-ATR spectra in the [1450-950 cm™] range. Top (rich in cells) and
bottom (rich in ECM) sides of dermal substitutes in control (Ctrl) condition, and 24h and 48h
after long pulses (LP) and short pulses (SP) protocols.
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Figure S3. Modulation of (a) collagens and (b) matrix metalloproteinases (MMPs)

family’s mRNA 4h after electrostimulation. Transcriptomic analyse using Clariom S

Affymetrix array. n

4. Long pulses (LP m): 10 pulses lasting 5ms, 600V/cm at 1Hz

frequency; Short pulses (SP m=): 8 pulses lasting 100 ps, 1000V/cm at 1Hz frequency.



Supplementary text S4: DSC characterization of whole dermal substitutes after
electrostimulation

Method. DSC measurements on hydrated dermal samples were performed with a DSC Pyris
calorimeter (PERKIN ELMER, Waltham, MA) using an empty pan as reference. Samples
(10-30 mg by mass) were sealed in hermetic aluminium pans and then submitted to a
temperature program under helium atmosphere: a first cooling scan was performed from 20 to
-100 °C at -10 °C min followed by a heating scan from -100 to 85 °C at 10 °C min™. After
completing the DSC measurements, pans were reweighted to check that they had been
correctly sealed. The sample pans were pierced and dried to constant mass at 105 °C for 14 h
to determine the sample dry mass and by difference the total amount of water in defrosted
samples.

Results. As previously observed in collagen-rich tissues (Badea et al, 2011; Samouillan et al,
2011; Tang et al, 2017), the endothermic phenomenon detected in the [55-70°] range is
attributed to the irreversible thermal denaturation of fibrillar collagens. This denaturation is a
thermally activated process implying the rupture of hydrogen bonds coupling the three a-
chains and a rearrangement of the triple helix into a random chain configuration named
gelatin. The denaturation is characterised by AH, the area under the endotherm (Fig S4a).
Once normalised to the dry mass, it gives a measure of the specific enthalpy of denaturation
AHy. Despite a trend in increasing of the enthalpy of denaturation, no statistical difference was
observed after electrostimulation (Fig S4b). Collagen’s denaturation can be assessed using the
denaturation temperature Tmip, corresponding to the temperature at which 50% of collagens is
denatured, determined from the integral of the endotherm. Since Twmip takes into account the
distribution of the denaturation endotherm, it is a reliable indicator of collagen thermal
stability. No significant difference was observed in Twmip between control and
electrostimulated conditions, indicating no variation in collagens integrity after external
electric field applications (Fig S4c).
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Figure S4. DSC analysis of dermal substitutes. a. Representative DSC curve of thermal
denaturation of collagens in the [50-75°C] window. b. Specific enthalpy of denaturation AHg
measured by DSC on the whole tissue. c. Determination of collagens integrity thanks to
denaturation temperature Tmip.
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Figure S5. Long pulses (LP) and short pulses (SP) electric parameters induce transient
and reversible fibroblasts electropermeabilization in human dermal substitute. a.
Macroscopic aspect of dermal substitute (arrow), electropulsator and electrodes stimulating
the whole substitute. b. Applied electric parameters profiles, extracted with an oscilloscope.
Scale bar = 0.8 cm. c. Plasma membrane integrity assessed with propidium iodide (red)
penetration, observed by two-photon microscopy. Scale bar = 50um. d. Optical transversal
section of SP electrostimulated dermal substitute observed by two-photon microscopy. Nuclei
are labelled with Hoechst (blue), electropermeabilized cells with propidium iodide (pink) and
collagens are observed by second harmonic generation (cyan). e. Cell viability determined
with PrestoBlue assays 24h after electric field applications (n=12) indicates that these
electrical parameters induce a reversible electroporation not leading to cell death. Data are
represented as the mean value + SEM. ns: non-significant. Long pulses (LP): 10 pulses 5 ms
long, 600 V/cm at 1 Hz frequency; Short pulses (SP): 8 pulses 100 ps long, 1000 V/cm at
1 Hz frequency.



Table S2: Visualization of GO (gene ontology) terms by processes in the target gene list using Gorilla tool. We performed enrichment
analysis using the GOrilla platform in the transcriptomic dataset (Eden et al, 2009). This analysis allowed to identify GO terms that are
significantly overrepresented in the list of differentially expressed genes (the target set) compared to the totality of genes contained on the
Affymetrix chip (background set) using the standard Hyper Geometric statistics. Analysis of gene ontology terms by processes show biological
processes that were mainly affected by electrostimulation. The 10 most affected processes are presented, ranked by statistical significance.

GO Term Description P-value FDR g-value  Enrichment
LP protocol
G0:0031323  regulation of cellular metabolic process 6.67E-29 1.02E-24 1.68
G0:0019222  regulation of metabolic process 3.16E-28 2.42E-24 1.63
G0:0080090  regulation of primary metabolic process 1.97E-25 1.01E-21 1.65
GO0:0051171  regulation of nitrogen compound metabolic process 3.81E-25 1.46E-21 1.66
G0:0060255  regulation of macromolecule metabolic process 2.71E-24 8.31E-21 1.63
G0:0048523  negative regulation of cellular process 2.14E-22 5.47E-19 1.74
G0:0048519  negative regulation of biological process 2.55E-21 5.58E-18 1.66
G0:0009889  regulation of biosynthetic process 3.99E-21 7.63E-18 1.78
GO0:0031326  regulation of cellular biosynthetic process 6.39E-20 1.09E-16 1.76
G0:0031324  negative regulation of cellular metabolic process 1.36E-19 2.09E-16 2.05
SP protocol
G0:0019222  regulation of metabolic process 6.36E-14 9.74E-10 1.56
G0:0065009  regulation of molecular function 1.18E-12 9,00E-09 1.95
G0:0031323  regulation of cellular metabolic process 1.94E-12 9.89E-9 1.56
G0:0010033  response to organic substance 2.33E-12 8.92E-9 2.21
G0:0048522  positive regulation of cellular process 4.38E-12 1.34E-8 1.62
G0:0048523  negative regulation of cellular process 5.41E-12 1.38E-8 1.68
G0:0048519  negative regulation of biological process 1.82E-11 3.98E-8 161
G0:0060255  regulation of macromolecule metabolic process 2.07E-11 3.96E-8 1.54
G0:0048518  positive regulation of biological process 2.23E-11 3.8E-8 1.54
G0:0042221  response to chemical 2.36E-11 3.61E-8 1.99




Table S3. Transcriptomic analyses of differentially expressed genes in “core matrisome”
sub-panel. Annotation according to (Naba et al, 2016). The extracellular matrix: Tools and
insights for the “omics” era. Matrix Biol. 49, 10-24 (2016)). Genes in bold are modulated
after electrostimulation and described in columns “LP” and “SP”: fold changes are indicated
in brackets after gene symbols, down-regulated genes (green), up-regulated genes (red). Col =

Collagens; PG = Proteoglycans. p-value < 0.05. n=4.

Gene symbol LP SP
ABI3BP; ADIPOQ; "ADIRF-AS1; RP11-96C23.15; MMRN2"; AEBP1; MIR4649 | COMP (-1,76)
"AEBP1; MIR4649"; AGRN; AMBN; AMELX; AMELY; BMPER; (-1,76) CRISPLD2 | CRISPLD2 (-1,71)
BSPH1; CDCP2; CILP; CILP2; COCH; COLQ; COMP; CRELD1; (-1,69) CTGF CTGF (1,88)
CRELD2; CRIM1; CRISPLD1; CRISPLD2; CTGF; CTHRC1; CYR61; (1,98) DDX26B | EDIL3 (-1,72)
DDX26B; DMBTL; DMP1; DPT; DSPP; ECM1; ECM2; EDIL3; (2,75) FNDC1 (- | HMCN1 (-2,32)
EFEMP1; EFEMP2; EGFLAM; ELN; ELSPBP1; EMID1; EMILINY; 1,79) IGFBP2 (- | IGFBP2 (-1,6)
EMILIN2; EMILIN3; EYS; FBLN1; FBLN2; FBLNS; FBLN7; FBN1; 1,57) IGFBP5 (- | IGFBP4 (-1,52)
FBN2; FBN3; "FBN3; mumari”; FGA; FGB; FGG; FGLL; FGL2; FN1; | 1,54) LAMA3 (- | LAMB1 (-1,57)
FNDC1; FNDC7; FNDCS; FRAS1; GAS6; GLDN; HMCN1; HMCN2; 1,55) LTBP1 LTBP1 (-2,01)
IBSP; IGFALS; IGFBP1; IGFBP2; IGFBP3; IGFBP4; IGFBP5; IGFBP6; LTBP2 (-1,74)
IGFBP7; IGFBPLL; IGSF10; KCP; LAMAL; LAMA2; LAMA2; LAMA3; | (158 LTBPZ (- | ipaps (11 59)

LAMA4; "LAMAS; MIR4758"; LAMB1; LAMB2; "LAMBS3;

MFAP2; MFAP3; MFAP3; MFAP4; MFAP5; MFGES8; MGP;
MMRN1; MMRN2; MXRAS5; NDNF; NELL1; NELL2; NID1; NID2;
NOV; NPNT; NTN1; NTN3; NTN4; NTN5; NTNG1; NTNG2; OIT3;
OTOG; OTOL1; PAPLN; PCOLCE; PCOLCE2; "PMF1; PMF1-BGLAP;
BGLAP"; POMZP3; POSTN; PXDN; PXDN; PXDNL; RELN; RSPO1;
RSPO2; RSPO3; RSPO4; SBSPON; "SLIT1; ARHGAP19 SLIT1"; SLIT2;
SLIT3; SMOC1; SMOC2; SNED1; SNED1; SPARC; SPARCL1; SPON1;
SPONZ2; SPP1; SRPX; SRPX2; SSPO; SVEP1; TECTA; TECTB; TGFBI;
THBS1; THBS2; THBS3; THBS4; THSD4; TINAG; TINAGL1; TNC;
TNFAIP6; TNN; TNR; TNXB; TSKU; TSPEAR; VIT; VTN; VWA1;
VWA2; VWA3A; VWA3B; VWASA; VWAS5B1; VWASB2; VWAZ7;
VWA9; VWCE; VWDE; VWF; WISP1; WISP2; WISP3; ZP1; ZP2; ZP3;
ZP4; ZPLD1; ZPLD1

1,88) MFAP1 (-

TNFAIP6 (3,52)

NPNT (-1,5) TNC

(7]

£ | MIR4260"; LAMB4; LAMCL; LAMC2; LAMC3; LGI1; LGI2; LGI3; L35) MFAPA (- | (1 79) TNFAIPG
£ | LGI4; "LOC101929319; TNFAIP6"; LRG1; LTBP1; LTBP2; LTBP3; 2,01) RSPO3 (3,33)

S | LTBP4; MATN1; MATN2; MATN3; MATN4; MEPE; MFAP1; (1,59) SLIT2 (1,8)

S TNC (-1,51)

>

G

COL1A1; COL1A2; COL2A1; "COL3A1; MIR3606"; COL4AL;
COL4A2; COLAA3; COL4A4; COL4AS; COL4A6; COL5AL; COL5A2;
COL5A3; COL6A1L; COL6A2; COL6A2; COL6A2; COL6A3; COLBAS;
COL6AG; "COL7A1; MIR711"; COL8A1; COL8A2; COL9A1; COL9A2;

COL1A1 (-1,73)
COL5A1 (-2,19)

COL5A1 (-1,59)

Gl COL9A3; COL10AL; COL11A1; COL11A2; COL12A1; COL13A1;
COL14A1; COL15A1; COL16AL; "COL17AL; MIR936"; COL18AL;
COL19A1; COL20A1; COL21A1; COL22A1; COL23A1; COL24A1;
COL25A1; COL26A1; COL27A1; COL28A1; COLAA3
ACAN; ASPN; BCAN; BGN; CHAD; CHADL; DCN; EPYC; ESM1; BGN (-1,81) ACAN (-1,52)
FMOD; HAPLN1; HAPLN2; HAPLN3; HAPLN4; HSPG2; IMPG1; FMOD (-1,51) BGN (-2,01)
] IMPG2; KERA; LUM; NCAN; NYX; OGN; OMD; OPTC; PODN; PODN (-1,93) HAPLNS3 (-1,53)
a PRELP (-1,71)

PODN; PODNL1; PRELP; PRG2; PRG3; PRG4; SPOCK1; SPOCK2;
SPOCK3; SRGN; VCAN

SRGN (1,96)




Table S4. Transcriptomic analyses of differentially expressed genes in “matrix-associated proteins” sub-panel. Annotation according to (Naba et al, 2016). Genes

in bold are modulated after electrostimulation and described in columns “LP” and “SP”: fold changes are indicated in brackets after gene symbols, down-regulated genes
(green), up-regulated genes (red). p-value < 0.05. n=4.

Gene symbol

GET

ECT

Proteines affiliées a la MEC

étés

ecre!

Facteurs s

ANXA1; ANXA10; ANXA11; ANXA13; ANXA2; ANXA3; ANXA4; ANXA4; ANXAS; ANXAG; ANXA7; ANXAS; ANXAS; "ANXA8LL; ANXA8"; ANXA9; C1QA; C1QB; C1QC; C1QL1; C1QL2; C1QL3;
C1QL4; C1QTNF1; CIQTNF2; CIQTNF3; CIQTNF4; "C1QTNF5; MFRP"; C1QTNF6; CIQTNF6; CIQTNF7; CLQTNF8; CD209; CLC; CLEC10A; CLEC11A; CLEC12A; CLEC12B; CLEC14A; CLEC17A;
CLEC18A; CLEC18B; CLEC18C; CLEC19A; CLEC1A; CLEC1B; CLEC2A; CLEC2B; CLEC2D; CLEC2L; CLEC3A; CLEC3B; CLEC4A; CLECAC; CLECAD; CLECAE; CLECAF; CLECAG; CLECAM; CLEC5A;
CLEC6A; CLEC7A; CLEC9A; COLEC10; COLEC11; COLEC12; CSPG4; CSPG5; ELFN1; ELFN2; ELFN2; EMCN; FCN1; FCN2; FCN3; FREM1; FREM2; FREM3; GPC1; GPC2; GPC3; GPC4; GPC5;
GPC6; GPC6; GREM1; GREM1; GREM1; GREM1; GRIFIN; "HNRNPA1P33; LINCO0842; ANXA8L1"; HPX; ITLN1; ITLN2; LGALS1; LGALS12; LGALS13; LGALS14; LGALS16; LGALS2; LGALS3;
LGALS4; "LGALS7; LGALS7B"; LGALS8; LGALS9; LGALS9B; "LGALS9C; LGALS9B"; LMAN1; LMANI1L; MBL2; MUC1; MUC12; MUC13; MUC15; MUC16; MUC17; MUC19; MUC2; "MUC20;
SDHAP2; MIR570; LINC00969"; MUC21; MUC22; MUC3A; MUC4; MUC5AC; MUC5B; MUC6; MUC7; MUCL1; OVGP1; PARM1; PLXDC1; PLXDC2; PLXNA1; PLXNA2; PLXNA3; PLXNA4;
PLXNB1; PLXNB2; PLXNB3; PLXNC1; PLXND1; PROL1; REG1A; REG1B; REG3A; REG3G; REG4; SDC1; SDC2; SDC3; SDC4; SEMA3A; SEMA3A; SEMA3A; "SEMA3B; MIR6872"; SEMA3C;
SEMA3D; SEMA3E; SEMA3F; SEMA3G; SEMA4A; SEMAA4B; SEMA4C; SEMA4D; SEMAA4D; SEMAA4F; SEMA4G; SEMASA; SEMASB; SEMA6GA; SEMAG6B; SEMA6C; SEMAGD; SEMAT7A; SFTA2;
SFTA3; SFTPA1L; "SFTPA2; SFTPA1"; SFTPB; SFTPC; SFTPC; SFTPD; "SPATA13; C1QTNF9

C1QA (1,51) CLEC12B (1,51) CLEC2D
(2,11) CSPGA4 (-1,58) ELFN1 (-2,54)
MUC12 (1,73) PLXNA1 (-1,78)
PLXNB2 (-1,5) PLXNC1 (-1,81)
PLXND1  (-3,12) SDC4 (1,5)
SEMA3A (1,62) SEMA7A (-1,71)

GPC6 (-1,58) MUC12 (1,73)
PLXND1 (-1,97) SDC3 (-1,58) SDC4
(1,63) SEMA4G (1,53)

A2M; A2ML1; ADAM10; ADAM11; ADAM12; ADAM15; ADAM17; ADAM18; ADAM19; ADAM2; ADAM20; ADAM21; ADAM22; ADAM23; ADAM28; ADAM29; ADAM29; ADAM30;
ADAM32; ADAM33; ADAM7; ADAMS; ADAMS8; ADAMY; ADAMDEC1; ADAMTS1; ADAMTS10; ADAMTS12; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13;
ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS13; ADAMTS14; ADAMTS15; ADAMTS16; ADAMTS17; ADAMTS17; ADAMTS18; ADAMTS19; ADAMTS2; ADAMTS20; ADAMTS3; ADAMTS4;
ADAMTS5; ADAMTS6; ADAMTS7; ADAMTS8; ADAMTS9; ADAMTSL1; ADAMTSL2; ADAMTSL3; ADAMTSL4; ADAMTSLS; AGT; AMBP; ASTL; BMP1; C170rf58; CD109; CELA1; CELA2A;
CELA2B; CELA3A; CELA3B; "CEP295NL; TIMP2"; CPAMDS; CPN2; CST1; CST11; CST2; CST3; CST4; CST5; CST6; CST7; CST8; CST9; CSTIL; CSTA; CSTB; CSTL1; CTSA; CTSB; CTSB; CTSC; CTSD;
CTSE; CTSF; CTSG; CTSH; CTSK; CTSL; CTSO; CTSS; CTSV; CTSW; CTSZ; EGLN1; EGLN2; EGLN3; EGLN3; EGLN3; ELANE; "ENTPD4; LOXL2"; F10; F10; F10; F12; F13A1; F13B; F2; F7; F9;
FAM20A; FAM20B; FAM20C; HABP2; HMSD; HPSE; HPSE2; HRG; HTRA1; HTRA3; HTRA3; HTRA4; HYAL1; HYAL2; HYAL3; HYAL4; ITIH1; ITIH2; ITIH3; ITIH4; ITIHS; ITIH6; KAZALD1;
KAZALD1; KNG1; KY; LOX; LOXL1; LOXL3; LOXL4; LPA; MASP1; MASP2; MEP1A; MEP1B; MMP1; MMP10; MMP11; MMP12; MMP13; MMP14; MMP15; MMP16; MMP17; MMP19;
MMP2; MMP20; MMP21; "MMP23B; MMP23A"; MMP24; MMP25; MMP26; MMP27; MMP28; MMP3; MMP7; MMP8; MMP9; NGLY1; OGFOD1; OGFOD2; P4HA1; P4HA2; P4HA2;
P4HA3; PAHTM; PAMR1; PAPPA; PAPPA2; PCSK5; PCSK6; PI3; PLAT; PLAU; PLG; PLOD1; PLOD2; PLOD3; PRSS1; PRSS12; PRSS2; PRSS3; PZP; SERPINA1; SERPINA1O; SERPINA11;
SERPINA12; SERPINA2; SERPINA3; SERPINA4; SERPINAS; SERPINAG; SERPINA7; SERPINAY; SERPINB1; SERPINB10; SERPINB11; SERPINB12; SERPINB13; SERPINB2; SERPINB3; SERPINB4;
SERPINBS5; SERPINB6; SERPINB7; SERPINBS; SERPINBY; SERPINC1; SERPIND1; SERPINE1; SERPINE2; SERPINE3; SERPINF1; SERPINF2; SERPING1; SERPINH1; SERPINH1; SERPINI1;
SERPINI2; SLPI; SPAM1; ST14; SULF1; SULF2; SULF2; TGM1; TGM2; TGM3; TGM4; TGM4; TGM4; TGM4; TGM4; TGM4; TGM4; TGM5; TGM6; TGM7; TIMP1; TIMP3; TIMP4; TLL1; TLL2;
TMPRSS15

ADAM18 (1,67) ADAM19 (-1,5)
ADAMTS1 (2) ADAMTS15 (1,69)
ADAMTSS5 (2,04) BMP1 (-1,95)
C170rf58 (1,71) CST4 (-1,63) EGLN1
(1,78) F13B (2,4) F2 (1,64) HTRA1 (-
1,69) HYAL1 (1,61) LOXL4 (-1,58)
MMP1 (-3,55) MMP14 (-1,63)
PAPPA (-2,28) PLAT (-1,68)
SERPINB1 (1,84) SERPINB2 (-3,48)
SERPINBS (-1,66) SERPINI1 (2,2)
TGM2 (-4,82) TIMP3 (-2,71)

ADAM?28 (-1,85) ADAMTS12 (-
1,94) ADAMTS15 (2,41)
ADAMTS3 (-1,63) ADAMTSS (-1,7)
FAM20C (-1,68) HTRA1 (-1,66)
LOXL4 (-2,11) MMP1 (-3,52)
MMP14 (-1,61) MMP16 (-2,02)
MMP19 (2,37) PAPPA (-1,69)
SERPINB7 (-1,7) SERPINI1 (1,92)
SULF1

(-1,56) TGM2 (-5,9)

AMH; MIR4321"; ANGPT1; ANGPT2; ANGPT4; ANGPTL1; ANGPTL2; ANGPTL3; ANGPTL4; ANGPTLS; ANGPTL6; ANGPTL7; AREG; ARTN; BDNF; BMP10; BMP15; BMP2; BMP3; BMP4;
BMPS5; BMP6; BMP7; BMP8A; BMP8B; BRINP2; BRINP3; BTC; CIQTNF9B; CBLN1; CBLN2; CBLN2; CBLN3; CBLN4; CCBE1; CCBE1; CCL1; CCL11; CCL13; "CCL14; CCL15; CCL15-CCL14";
CCL16; CCL17; CCL18; CCL19; CCL2; CCL20; CCL21; CCL22; CCL23; CCL24; CCL25; CCL26; CCL27; CCL28; CCL3; "CCL3L3; CCL3L1"; "CCL4L2; CCL4; CCLAL1"; "CCLAL2; CCL4AL1"; CCL5; CCL7;
CCL8; "CERS1; GDF1"; CFC1; "CFC1B; CFC1"; CHRD; CHRDL1; CHRDL2; CLCF1; CNTF; CRHBP; CRLF1; CRLF3; CRLF3; CRLF3; CRNN; CSF1; CSF2; CSF3; CSH1; CSH2; CSHL1; CTF1; CX3CL1;
CXCL1; CXCL10; CXCL11; CXCL12; CXCL13; CXCL14; CXCL2; CXCL3; CXCL5; CXCL6; CXCL8; CXCL9; DHH; EBI3; EDA; EGF; EGFL6; EGFL7; EPGN; EPO; EREG; FASLG; FGF1; FGF10; FGF11;
FGF12; "FGF13; LINC0O0889"; "FGF14; FGF14-IT1"; FGF16; FGF17; FGF18; FGF19; FGF2; FGF20; FGF21; FGF22; FGF23; FGF3; FGF4; FGF5; FGF6; FGF7; FGF8; FGF9; FGFBP1; FGFBP2;
FGFBP3; FIGF; FLG; FLG2; FLT3LG; FRZB; FST; "FSTL1; MIR198"; FSTL3; GDF10; GDF11; GDF15; GDF2; GDF3; GDF5; GDF6; GDF7; GDF9; GDNF; GH1; GH2; HBEGF; HCFC1; HCFC2; HGF;
HGF; HGFAC; HHIP; HRNR; IFNA1; IFNA10; IFNA13; IFNA14; IFNA16; IFNA17; IFNA2; IFNA21; IFNA4; IFNAS; IFNA6; IFNA7; IFNAS; IFNB1; "IFNE; MIR31HG"; IFNG; IFNK; IFNW1; IGF1;
IGF2; "IGF2; INS-IGF2"; IHH; IL10; IL11; IL12A; IL12B; IL13; IL15; IL16; IL16; IL17A; IL17B; IL17C; IL17D; IL17F; IL18; IL19; IL1A; IL1B; IL1IF10; ILIRN; IL2; IL20; IL22; IL23A; IL24; IL25; IL26;
IL3; IL34; IL4; IL5; IL6; IL7; IL9; INHA; INHBA; INHBB; INHBC; INHBE; "INS; INS-IGF2"; INSL3; INSL5; INSL6; ISM1; ISM2; KITLG; LEFTY1; LEFTY2; LEP; LIF; "LOC101928034; S100A3"; LTA;
LTB; MDK; MEGF10; MEGF11; MEGF6; MEGF8; MEGF9; MST1; MST1L; MSTN; NGF; NODAL; NRG1; NRG2; NRG3; NRG4; NRTN; NTF3; NTF3; NTF4; OSM; PDGFA; PDGFB; PDGFC; PDGFD;
PF4; PF4V1; PGF; PIK3IP1; PPBP; "PPT2; EGFL8 "; PRL; PSPN; PTN; RPTN; S100A1; S100A10; S100A11; S100A12; S100A13; S100A14; S100A16; S100A2; S100A3; S100A4; S100A5; S100A6;
S100A7; S100A7A; S100A7L2; S100A8; S100A9; S100B; S100G; S100P; S100Z; SCUBE1; SCUBE1; SCUBE2; SCUBE3; SFRP1; SFRP2; SFRP4; SFRP5; SHH; TCHH; TCHHL1; TDGF1; TDGF1;
TGFA; TGFB1; "TGFB2; TGFB2-OT1"; TGFB3; THPO; TNF; TNFSF10; TNFSF11; TNFSF12; TNFSF13; TNFSF13B; TNFSF13B; TNFSF14; TNFSF15; TNFSF18; TNFSF4; TNFSF8; TNFSF9; TPO;
VEGFA; VEGFB; VEGFC; VWC2; VWC2L; WFIKKN1; WFIKKN2; WIF1; WNT1; WNT10A; WNT10B; WNT11; WNT16; WNT2; WNT2B; WNT3; WNT3; WNT3A; WNT4; WNT5A; WNT5A;
WNTSB; WNT6; WNT7A; WNT7B; WNT8A; WNT8B; WNT9A; WNT9B; WNTOB; XCL1; XCL2; ZFP91

ANGPTL1 (1,68) CLQTNF9B (-1,65)
CCL2 (-2,12) CCL20 (1,69) “CCLAL2;
CCLAL1” (1,58) CLCF1 (3,47) CRLF1 (-
2,89) CXCL3 (1,65) CXCL6 (-2) CXCL8
(2,7) FGF1 (-1,52) FGFBP2 (-2,24)
HBEGF (1,55) HCFC2 (-1,99) HHIP
(2,94) IFNA21 (1,64) IFNE; MIR31HG
(-3) IGF2 (-1,65) IL12A (1,67) IL15
(1,96) IL1RN (3,05) IL25 (1,8) IL6
(7,04) INHBA (2,2) MEGF11 (-1,62)
MEGF8 (-1,61) NGF (6,2) NRG1 (-
1,58) PDGFA (1,91) PGF (-1,63)
PPT2 (2,13) SFRP4 (-2,13) TGFB3 (-
1,58) TNFSF4 (1,58) VEGFA (3,15)
ZFP91 (-1,59)

CLCF1 (2,74) CRLF1 (-1,84) CSF1
(1,88) CXCL6 (-1,76) CXCL8 (2,43)
”IFNE; MIR31HG” ( -2,6) IGF1 (-
1,59) IL12A (1,5) IL6 (2,91) INHBA
(2,22) MEGFS8 (-1,81) NGF (5,55)
PDGFA (2,32) PPT2 (1,68) SCUBE3
(-3,65) SFRP4 (-2,38) TGFB3 (-1,8)
TNFSF4 (1,85) VEGFA (2,92)
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Annexe 3 : La concentration de peroxyde d'hydrogene a été quantifiée par fluorimétrie a l'aide
du kit de dosage Amplex® Red Hydrogen Peroxyde/Peroxydase (Invitrogen, #A22188,
ThermoFisher Scientific, MA, USA).
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Annexe 3 : A.Courbes d'étalonnage de la concentration en peroxyde d'hydrogéne. B. Concentration de
peroxyde d'hydrogene dans des milieux frais conditionnés a partir de substituts cutanés électrostimulés
24h apres l'application d'impulsions de type GET et ECT, ou dans le tampon de pulsation (ZAP) avant
et apres l'application d'impulsions de type GET et ECT



Annexe 4: Vascular and extracellular matrix remodelling by physical approaches to improve drug delivery at tumour
site. Gouarderes S, Mingotaud AF, Vicendo P, Gibot L. Expert Opin Drug Deliv 1-24. 2020 Aug 24.
D0i:10.1080/17425247.2020.1814735
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