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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.
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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 lipid