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Développement d’une matrice a base d’Elastin-like polypeptides (ELPs) pour
favoriser la néoformation osseuse.

Résumeé : La reconstruction de segments osseux, comme cela peut étre nécessaire
dans les cas de traumatismes séveres de grands volumes, suite & une chirurgie
réparatrice ou exerese d’'un ostéosarcome, demeure un défi a résoudre. L’approche
clinique actuelle repose sur la greffe autologue de tissus osseux. Cette approche est
efficace mais souvent limitée par la quantité de tissus pouvant étre prélevée chez le
patient. C’est pourquoi les cliniciens se sont tournés vers l'utilisation de matrices
synthétiques ou naturelles comme support a la régénération osseuse. Néanmoins,
I'efficacité de ces matériaux est limitée dans le cas des défauts osseux de grande taille.
Dans ce contexte, notre objectif a été de développer un nouveau biomatériau, de type
hydrogel, qui permette non seulement la colonisation par les cellules ostéogéniques,
mais qui offre également un microenvironnement favorable a I'angiogenése et a la
neurogenese, deux processus essentiels a la régénération osseuse compléte.
L’hydrogel est formé par des « Elastin-like polypeptides » (ELPs), qui sont des
polyméres recombinants produits chez la bactérie Escherichia coli. Les ELPs utilisés
dans cette étude contiennent des résidus méthionine modifiés chimiquement par une
réaction de thioalkylation pour introduire des fonctions alcénes. Ces fonctions sont
nécessaires a la réticulation par chimie thiol-ene avec deux peptides bioactifs
présentant des résidus cystéine aux extrémités C- et N-terminales. Le premier peptide
est capable d'augmenter le recrutement des cellules vasculaires et neuronales (IKVAV
et YIGSR). Le second a un réle dans la rétention du phosphate de calcium (SNA15).
Différentes concentrations de particules d'hydroxyapatite (HA), un composant minéral
connu pour ses propriétés ostéo-(in)(con)ductives, ont été ajoutées aux hydrogels
protéigues.

Pour évaluer le potentiel de minéralisation, les hydrogels présentant les meilleures
caractéristiques ont été implantés par voie sous-cutanée chez des souris afin de
choisir la concentration de HA. lls ont été suivis longitudinalement aprés 2 et 4
semaines d'implantation par microtomographie aux rayons X (micro-CT).

Les gels ainsi que les tissus environnants associés ont été explantés pour des
analyses histologiques. La formation de tissu ostéoide a été visualisée par une
coloration au trichrome de Masson afin de distinguer le tissu osseux néoformé du
collagéne synthétisé par les cellules. La formation de structures vasculaires et
neuronales, la présence de cellules osseuses, ainsi que linflammation ont été
évaluées par immunohistofluorescence avec des marqueurs vasculaires
(Endomucine, Meca32, Podocalyxin), neuronaux (B Il tubuline), et osseux
(Osteocalcine).

La matrice présentant les meilleurs résultats en termes de minéralisation,
d’angiogenése, de colonisation cellulaire et d'innervation a été implantée dans un
défaut de condyle osseux (os long) ainsi que dans un défaut mandibulaire (os plat)
chez le rat.

Mots clés : Elastin-like polypeptides, Biomatériaux, Réparation osseuse.




Development of a matrix based on Elastin-like polypeptides (ELP) to promote
bone neoformation.

Abstract : The reconstruction of large bone segments, as may be necessary in cases
of severe trauma osteosarcoma and reconstructive surgery, remains a challenge to be
solved. The current clinical approach is based on autologous bone tissue
transplantation. This approach is effective but often limited by the amount of tissue that
can be removed from the patient. This is why clinicians have turned to the use of
synthetic or natural matrices as a support for bone regeneration. However, the
effectiveness of these materials is limited in the case of large bone defects.

Our objective was to develop a new biomaterial, of the hydrogel type, which not only
allows colonization by osteogenic cells, but which also offers a suitable
microenvironment for angiogenesis and neurogenesis which are two essential
processes for completing bone regeneration.

The hydrogel is formed by "Elastin-like polypeptides” (ELPs), which are recombinant
polymers produced in the bacterium Escherichia coli. The ELPs used in this study
contain methionine residues chemoselectively modified by a thioalkylation reaction to
introduce alkene functions allowing subsequent cross-linking with two bioactive
peptides containing cysteine residues at the C- and N-termini. The first is able to
increase the recruitment of vascular and neuronal cells (IKVAV and YIGSR). The
second has a role in the retention of calcium phosphate (SNA15). Different
concentrations of hydroxyapatite (HA) particles, a mineral component known for its
osteo-(in)(con)ductive properties, were added to the ELPs based hydrogels.

To assess the potential for mineralization, the hydrogels with the best characteristics
were implanted subcutaneously in mice to select the optimized concentration of HA.
They were followed longitudinally after 2 and 4 weeks of implantation by X-ray micro
computed tomography (micro-CT).

The gels as well as the associated surrounding tissues were explanted for histological
analyses. The formation of osteoid tissue was visualized by Masson's trichrome
staining in order to distinguish the newly formed bone tissue from the collagen tissue
synthesized by the cells. The formation of vascular and neuronal structures, the
presence of bone cells, as well as inflammation were provided by immunofluorescence
of vascular (Endomucin, Meca32, Podocalyxin), neuronal (8 Il tubulin), and bone
(Osteocalcin) markers.

The matrix showing the best results in terms of mineralization, angiogenesis, cell
colonization and innervation was thereafter implanted in a condylar bone defect in rats
(long bone) as well as in a mandibular defect (flat bone).

Keywords : Elastin-like polypeptides, Biomaterials, Bone repair.

UNITES DE RECHERCHE

Laboratoire de Chimie des Polymeéres Organiques (LCPO)
CNRS, UMR 5629 — 16 Avenue Pey Berland — 33400 Pessac

Bioingénierie Tissulaire (BioTis)
Université de Bordeaux, INSERM U1026 — 146, rue Léo Saignat — 33076 Bordeaux



A mes filles Assiya et Selma,

a mes parents Fatima et Abdeslam,

a mon tendre époux Omar.






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier les membres de mon jury de these, le Pr. David EGLIN et le Pr. Gilles
SUBRA pour avoir accepté d’étre les rapporteurs de ces travaux de these. Je tiens également a
remercier les Dr. Elisabeth GARANGER et Dr. Delphine LOGEART-AVRAMOGLOU d’avoir accepté

d’examiner mon travail.

Je remercie le programme SPARK et Science Aquitaine Transfert pour avoir financé mes travaux de
these ainsi que I'Université de Bordeaux et le Ministére de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche

et de I'lnnovation (MESRI) pour son financement a travers I'attribution de ma bourse doctorale.

Je souhaite remercier également Nicolas L’'Heureux et Sébastien Lecommandoux pour leur accueil au

sein des laboratoires BIOTIS et LCPO et pour m’avoir permis de mener a bien mon doctorat.

Je souhaite en premier lieu remercier mon directeur de thése le Pr. Bertrand GARBAY avec qui le feeling
est directement passé dées mon stage de fin d’étude. Merci pour m’avoir donné le go(t de la Science,
merci pour votre soutien, merci pour votre bienveillance, merci d’avoir cru en moi. Merci pour tout le

temps accordé.

Merci @ ma directrice Dr. Joélle AMEDEE, je te remercie pour ta bonne humeur, ta bienveillance, ton
soutien et ta volonté. Merci de m’avoir donné I'opportunité de participer a I'organisation d’un congres
tel que I'ESB. Bertrand et Joélle, vous avez été un duo de choc, je n’aurais pu espérer meilleur
encadrement. Je sais que je serais a jamais votre petite derniere, quant a vous, vous serez a jamais

mes modeles.

Ces trois années de thése n’ont pas été de tout repos avec la naissance de ma petite Selma. Merci a
mon époux Omar pour ton soutien, merci de m’avoir secondé, merci d’avoir séché mes larmes et merci
de m’avoir soutenu dans les moments difficiles. Merci surtout de m’avoir remis les pieds sur terre et
merci de m’aider a relativiser. Ma fille Assiya, ma merveille, merci d’étre si sage et si aimante, un
sourire de toi et la journée difficile s’envole. J'ai bien souvent été absente mais maman sera toujours

N

la.

Merci a mes parents Fatima et Abdeslam, un million de merci ne seraient suffisant pour tous vos
sacrifices, merci de m’avoir donné le golit de I'effort et merci d’avoir fait celle que je suis aujourd’hui.

Infiniment merci a ma petite sceur Soumia, merci pour toutes ces répétions, merci pour les corrections



en anglais, merci de t'étre occupée de mes princesses quand j'étais épuisée, je sais qu’on ne se dit pas

ce genre de chose mais merci d’étre toi.

Cette thése a commencé au LCPO avec Pedro, Pierre, Megi, Anouk et Diana. Merci pour tous ces fous
rires, merci de tout le temps que vous m’avez consacré, a toutes vos explications, merci de votre

soutien. Merci a8 Manon, Marie et Elisabeth de m’avoir initié a la Chimie des polyméres.

Merci a Bruno de m’avoir formé a (quasi) tout, merci pour ta joie et ta bonne humeur. Merci a Alice
de m’avoir aidé a surmonter ma peur des rongeurs, ¢a a été un plaisir d’avoir travaillé a tes cotés.
Merci a Micaela d’avoir illuminé cette derniere année de thése, merci pour tes sourires et merci pour
ta force de travail. Tu es un rayon de soleil, merci de m’avoir tant de fois remonté le moral et merci
pour mon état psychique. Merci a Camille, merci pour toutes les discussions, merci pour mon moral,

merci de m’avoir secondé quand je n’avais plus le pouvoir de me dédoubler.

Merci a toute la team BIOTIS pour ces deux merveilleuses années. Merci a Mathilde de m’avoir
entrainé dans Dance your PhD (et bravo pour le prix), merci de m’avoir donné I'opportunité de faire
des choses dont je me sentais incapable. Merci a Nicolas et Quentin pour les fous rires que vous m’avez
apporté. Merci a Naima/Nahima/Nayma pour les discussions sans fin du microCT. Merci a Théo, a
Arvind, a Ghannaa, merci a Maude, a Diane, a Gaétan, a Romane et a Adeline. Merci a Robin pour ta
bonne ou ta mauvaise humeur, merci pour les discussions scientifiques. Merci a Hugo notre leader,
merci de nous faire réfléchir et merci de donner cette ame a BIOTIS. Merci a Olivier pour la pertinence

de tes remarques, merci du temps que tu m’as accordé.

Merci a Sylvie pour les centaines d’heures d’histologie, merci a Martine de I’avoir secondé. Merci a
Gérald et Philippe pour la microscopie électronique. Merci a Sylvain et Mathilde F. pour les toutes les

chirurgies.

Merci a mes amis pour ces moments de légereté, merci a Julie, a Nesrine, a Médine, a tous les 3ajibeurs
et 3ajibeuses. Merci a ma famille dans son entiéreté. Merci a toutes les personnes qui ont croisé mon
chemin que ca soit dans les labos, dans les congres, au coin d’un café. Merci a tous mes anciens

professeurs qui ont fait de moi la scientifique que je suis.
Sincérement,
Amicalement,

Nadia.



Sommaire

Abréviations

Revue de la Littérature

I. L'os:structure et remodelage.

1.1. Le tissu osseux.

1.1.1. Les cellules osseuses.

1.1.2. La matrice extracellulaire minéralisée.

1.2. Le tissu cartilagineux.

1.3. Le tissu vasculaire dans I'os.

1.3.1. Structure des vaisseaux sanguins.

1.3.2. Organisation des vaisseaux sanguins dans I'os.

1.3.3. Formation de nouveau vaisseaux sanguins et angiogenése.

1.4. Le tissu nerveux dans I'os.

1.4.1. Généralités sur le systeme nerveux.

1.4.1.1. Les cellules nerveuses.

1.4.1.1.1. Les cellules neuronales périphériques.

1.4.1.1.2. Les neurones.

1.4.1.2. Transmission de I'information nerveuse.

1.4.1.3. Lien entre développement de |'os et innervation.

1.4.2. L’innervation de |'os.

1.4.2.1. Les neurones sensoriels innervant les os.

1.4.2.2. Les neurones autonomes sympathiques innervant les os.

1.4.2.3.  Localisation des nerfs dans I'os.
1.5. Remodelage osseux physiologique.
Il. Stratégies de réparation osseuse.
2.1. Incidence des fractures osseuses.
2.2. Réparation des fractures osseuses.
2.2.1. Les fractures osseuses.
2.2.2. Réparation des fractures en conditions physiologiques.

2.2.2.1. Laphase inflammatoire - hématome fracturaire.

2.2.2.2. laphase du cal fibro-cartilagineux — formation de tissu ostéoide.
2.2.2.3. laphase du cal osseux dur.
2.2.2.4. laphase de remodelage dans un os néoformé.
2.2.3. Role de I'innervation dans la réparation des fractures.
2.3. Cas des fractures non réparées.
2.3.1. Pathologies associées a une réparation insuffisante des fractures.
2.3.2. Inflammation chronique au site de fracture non réparé.
[[ ] Les substituts pour la réparation osseuse.
3.1. Les greffes osseuses.
3.1.1. Les greffes osseuses autologues.
3.1.2. Les greffes osseuses allogéniques.
3.1.3. Les greffes osseuses xénogéniques.
3.2. Les matériaux pour l'ingénierie du tissu osseux.
3.2.1. Cahier des charges d’un biomatériau.
3.2.2. Les matériaux utilisés en réparation osseuse.

3.2.2.1. Les céramiques : exemple des apatites carbonatées.

15
19

20
22
22
24
26
27
28
29
31
32
32
33
33
34
35
36
37
38
39
39
41

43
43
44
44
44
45
45
45
46
46
48
48
49

51
51
51
52
52
53
54
55
56



3.2.2.1.1. L’hydroxyapatite (HA). 57

3.2.2.1.2. Le phosphate de calcium tricalcique (TCP). 57
3.2.2.2. Les métaux. 58
3.2.2.3.  Les polymeéres synthétiques. 59
3.2.2.4. Les polymeéres naturels. 59
3.2.2.5. Les matériaux composites et multi échelle. 60
3.2.2.5.1. Les hydrogels. 60

3.2.3. Mise en forme des matrices composites pour I'obtention de structures poreuses et
interconnectées. 65
3.2.3.1. Limpression 3D. 66
3.2.3.2.  « Freeze casting » et cryogels. 68
3.2.3.2.1. Principe. 68
3.2.3.2.2. Effet de la lyophilisation sur la structure des biomatériaux. 69
3.2.3.2.2. Modulation de la forme et de I'orientation des pores. 70
Iv. Stratégies d’amélioration des propriétés des biomatériaux. 72
4.1. Facteurs de croissance. 73
4.1.1. Role des BMP et du FGF dans la formation osseuse. 74
4.1.2. Réle du VEGF dans 'angiogenése. 75
4.1.3. Réle de la semaphorine 3A dans I'innervation. 75
4.2. Peptides bioactifs. 76
4.2.1. Les peptides d’adhésion cellulaire. 77
4.2.1.1. Le motif RGD. 77
4.2.1.2. Les motifs IKVAV et YIGSR. 78
4.2.1.2.1. Le peptide IKVAV. 79
4.2.1.2.1. Le peptide YIGSR. 80
4.2.2. Sites de dégradation reconnus par les métalloprotéinases (MMPs). 80
4.2.3. Les peptides de nucléation du phosphate de calcium. 82
V. Les polypeptides dérivés de I’élastine (ELPs) pour I’ingénierie tissulaire. 85
5.1. L’élastine naturelle. 85
5.1.1. Généralités sur I'élastine. 85
5.1.2. Synthese de I’élastine et élastogenése. 85
5.2. Généralités sur les ELPs. 86
5.2.1. Propriétés et structure des ELPs. 87
5.2.1.1.  Propriétés des ELPs. 87
5.2.1.2.  Structure des ELPs. 88
5.3. Syntheése des ELPs. 89
5.3.1. Syntheése des genes d’ELPs. 89
5.3.2. Concatémérisation. 90
5.3.3. Ligature directionnelle récursive (RDL). 90
5.4. Purification des ELPs par cycle de transition inverse (ITC). 91
5.5. Immunogénicité des ELPs. 92
5.6. Modifications chimiosélectives des acides aminés des ELPs. 94
5.6.1. Modification de I’extrémité N-terminale et de la lysine. 94
5.6.2. Modification de la chaine latérale d’un acide aminé dans la séquence. 95
5.6.2.1. Lacystéine. 95
5.6.2.2. Le tryptophane et la tyrosine. 95
5.6.2.3. La méthionine. 96
5.7. Les ELPs en ingénierie tissulaire. 97
5.7.1. Les ELPs pour la réparation du cartilage. 98
5.7.2. Les ELPs en ingénierie tissulaire oculaire. 99
5.7.3. Les ELPs pour les greffes vasculaires. 99
5.7.4. Les ELPs en ingénierie tissulaire osseuse. 100

10



Obijectifs de la These 105

Reésultats 111
Chapitre 1 : Production recombinante, post-modifications chimiques et caractérisation du
polypeptide d’élastine. 112
I.  Introduction 113
Il. Matériels et méthodes. 114
1.1. Conception de la séquence codant I'ELP M80 et clonage. 114
1.1.1. Ligature directionnelle récursive (RDL) dans le vecteur de clonage pUC19 et obtention du
vecteur de clonage pUC19-ELP M80. 114
Obtention du vecteur de clonage pUC19-ELP M80. 115
Ligation de I'insert M20 dans le vecteur pUC19-ELP M60. 115
Transformation des bactéries compétentes Stellar par le plasmide pUC19-ELP M80. 115
1.1.2. Sous clonage de la séquence codant I'ELP M80 dans le vecteur d’expression pET44. 116
Isolement et purification du plasmide pET44 et de I'insert codant I'ELP M80. 116
Clonage dans le vecteur d’expression pET44 de la séquence codant I'ELP M80. 117
2.2. Production de I'ELP M80 par Escherichia coli. 117
2.3. Purification de I'ELP M80 par Cycle de Transition Inverse (ITC). 117
2.3.1. Récolte bactérienne et lyse cellulaire. 117
2.3.2. Purification de I'ELP M80 par « Inverse Transition Cycling » (ITC). 118
2.4, Modifications chimiosélectives des résidus de méthionine de I'ELP M80. 118
2.4.1. Modification des méthionines par réaction de Thioalkylation. 118
2.4.2. Déméthylation des méthionines préalablement thioalkylées. 119
2.5. Caractérisation des ELPs. 119
2.5.1. Mesure des températures de point trouble des ELPs. 119
2.5.2. Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN H). 119
2.5.3. Caractérisation par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC). 119
2.5.4. Caractérisation par Analyse Thermo-Gravimétrique (ATG). 120
2.5.5. Caractérisation par Spectrométrie de masse ESI-MS. 120
lil. Résultats. 121
3.1. Synthése des génes codant de « nouveaux » ELP (M80 et M100). 121
3.2. Production et purification des polypeptides ELPs M80 et M100. 124
3.3. Caractérisation des ELPs. 127
3.3.1. Gel d’électrophorese en condition dénaturantes. 127
3.3.2. Caractérisation de I'ELP M80. 128
3.3.2.1.  Caractérisation par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire. 128
3.3.3.2 Analyse de I'ELP M80 par chromatographie d’exclusion stérique. 129
3.3.2.2. Mesure des points de trouble (TCPs). 131
V. Post-modifications chimiques des ELPs. 135
4.1. Addition d’un groupe alcéne sur les méthionines de I'ELP M80 par réaction de thioalkylation. 135
4.2. Elimination du groupe méthyle de I'ELP M80-alcéne par réaction de déméthylation. 138
4.3. Caractérisation de I'ELP M80 déméthylé. 139
4.3.1. SDS-PAGE. 139
4.3.2. RMN *H. 141
4.3.3. Détermination de la Tcp des ELPs d.M80-alcéne. 142
V. Conclusion. 143
VL. Annexes. 144

11



Chapitre 2 : Production et caractérisation des matrices a base d’ELPs.

I. Introduction.

Il. Matériels et méthodes.

2.1, Préparation et analyse des particules d’hydroxyapatite (HA).

147
148

150
150

2.1.1. Synthése de I'HA.

150

2.1.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR).

150

2.1.3. Analyse par Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS).

150

2.2. Obtention des matrices a composites a base d’ELP M80.

150

2.2.1. Préparation des solutions.

150

2.2.2. Photo-réticulation des différentes matrices d’ELPs.

151

2.3. Caractérisation des matrices composites d’ELPs.

152

2.3.1. Tests rhéologiques.

152

Tests de déformation : détermination du domaine linéaire de viscoélasticité.

Tests de balayage en fréquence et en température.

152

152

2.3.2. Microscopie électronique a balayage (MEB).

153

MEB couplé a la microanalyse a rayons X dispersive en énergie (EDX).

153

Cryo-Microscopie Electronique a Balayage.

2.3.3. Interconnexion des pores.

2.4, Test de viabilité cellulaire et de cytotoxicité.

2.5. Analyses statistiques.

. Formulation des hydrogels.

3.1. Détermination des parametres et formulation des hydrogels.

3.1.1. Choix du rapport molaire entre alcene et thiol.

3.1.1.1.  Utilisation d’un Stratalinker a des fins de standardisation.

3.1.1.2. Choix du rapport molaire entre alcéne et thiol.

153
153
154
154

155
155
155
155
156

3.1.2. Choix du polymere constitutif des hydrogels : ELP M80-alcene ou d.ELP M80-alcéne. ___ 157

3.1.2.1. Choix du polymere entre I'ELP M80-alcéne et le d.ELP M80-alcene. 157
3.1.2.2.  Analyses rhéologiques. 158
3.1.2.2.1. Tests de déformation. 158
3.1.2.2.2. Test de balayage en fréquence. 158
3.1.2.2.3. Tests de balayage en température. 160
3.1.2.2.4. Analyse de la cytotoxicité des hydrogels. 161

3.2. Syntheése des particules d’hydroxyapatite (HA) pour la formation des matrices composites. 162
3.2.1. Syntheése de particules d’HA. 162
3.2.2. Caractérisation physicochimique des particules d’HA. 163
3.3. Temps d’exposition sous UV et réticulation. 165
3.4. Choix de la concentration en ELP M80-alcéne et en particules d’HA. 166
V. Caractérisation des matrices de formulation finale. 170
4.1. Porosité des matrices hydratées. 170
4.2. Interconnexion des pores. 171

4.3. Intérét du peptide SNA15 dans la rétention et la distribution des particules d'hydroxyapatite. 172

V. Conclusion.

VI. Annexes.

174
175

12



Chapitre 3 : Evaluation in vitro de la matrice composite a base d’ELPs. 177
I.  Introduction. 178
Il. Matériels et méthodes. 179

2.1. Production des matrices. 179
2.2. Isolement des cellules et cultures cellulaires. 179
2.2.1. Cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse de Rat (MSCs). 179
2.2.2. Cellules endothéliales (ECs). 180
2.2.3. Neurones sensoriels (NS) issus des ganglions de la racine dorsale de Rat (DRG). 180

2.3. Test d’activité métabolique. 181
2.4, Test de viabilité cellulaire et de cytotoxicité. 182
2.5. Test d’activité de la phosphatase alcaline. 182
2.6. Immunocytofluorescence des marqueurs des NS. 182
M. Résultats et Discussion. 183
3.1. Activité métabolique et viabilité cellulaire des MSCs. 183
3.2. Evaluation de I'activité de la phosphatase alcaline des MSCs. 185
3.3. Prolifération des cellules endothéliales. 187
3.4, Influence du peptide IKVAV/YIGSR sur le développement des neurites. 190
Iv. Conclusion. 191

Chapitre 4 : Evaluation in vivo des matrices composites a base d’ELPs en site ectopique et

dans des Iésions osseuses 193
I.  Introduction. 194
Il. Matériels et méthodes. 195

2.1, Implantations des matrices en sous-cutané. 195
2.2. Implantations des matrices dans des défauts osseux. 196
2.2.1. Le Collapat ® comme matériau contréle. 197
2.2.2. Modele expérimental de Iésion osseuse dans le condyle fémoral de rat. 197
2.2.3. Modele expérimental de Iésion osseuse de taille critique dans la mandibule derat. ___ 198
2.3. Suivi de la minéralisation par microtomographie aux rayons X (micro-CT). 199
2.4. Analyses histologiques des matrices implantées. 200
2.4.1. Colorations histologiques au Trichrome de Masson. 200
2.4.1.1. Coloration au Trichrome de Masson. 200
2.4.1.2. Quantification du tissu ostéoide et collagénique néoformés. 201
2.4.2. Analyse immunohistologique. 202
2.4.2.1. Immunofluorescence des structures nerveuses et vasculaires. 202
2.4.2.2. Immunofluorescence des cellules inflammatoires. 202
2.5. Transparisation des tissus et mise en évidence des réseaux neuronaux et vasculaires. 203
2.5.1. Immunomarquage en « whole-mount ». 203
2.5.2. « Transparisation » des tissus. 203
2.5.3. Acquisition et traitement des images. 203
2.6. Analyses statistiques. 204
M. Résultats des implantations en site ectopique des matrices ELPs supplémentées avec
différentes concentrations de HA. 205
3.1. Potentiel de minéralisation des matrices composites ELPs. 205
3.2. Etude des propriétés ostéoinductrices des matrices composites. 206
3.2. Potentiel angiogénique et d'innervation des matrices ELP. 208
3.3. Etude de la réaction inflammatoire aprés implantation sous-cutanée des matrices composites.211
3.4. Etude in vivo du devenir de la matrice composite. 212

13



213
213
213
215
219
221
221

V. Implantation de la matrice composite en site osseux.

4.1. Implantation dans le condyle fémoral de rat.
4.1.1. Suivi de la minéralisation des matrices.
4.1.2. Analyse histologique de la néoformation osseuse induite par les matrices composites. __
4.1.3. Vascularisation et innervation des défauts condylaires.

4.2. Implantation de la matrice composite dans un défaut mandibulaire.
4.2.1. Potentiel de minéralisation.
4.2.2. Analyse histologique de la néoformation osseuse induite par les matrices composites. __

V. Conclusion.

VI. Annexes.

Conclusions et Perspectives

Communications et publications

Bibliographie

222
224
225
227
240
242

14



Abreéviations

A

ACh : Acétylcholine

ACN : Acétonitrile

AcOH : Acide acétique

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ALP : Phosphatase Alcaline
ANOVA : « ANalysis Of Variance »

APDC : Ammonium
dithiocarbamate

pyrrolidine

ATP : Adénosine TriPhosphate

B

BMU : « Basic Multicellular Units » unités
multicellulaires osseuses

BMP: «Bone Morphogenic  Protein »,
protéines morphogénétiques osseuses

BSA : « Bovine Serum Albumin »

BSP: « Bone SialoProtein », sialoprotéine
osseuse

C

CaCOs. Carbone calcique

CaP : Calcium Phosphate

CGRP : « Calcitonin Gene-Related Peptide »
Col I : Collagene de type |

CPP : Peptides de pénétration cellulaire
CS : « Cold spin », centrifugation a froid
CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques
D

DAD : Détecteur a réseau de diodes

DAPI : Di Aminido Phenyl Indol

DLS : Diffusion dynamique de la lumiére

DMEM : « Dulbecco's

Medium »

Modified  Eagle

DO : Densité Optique
DRG : « Dorsal Root Ganglion »
ECs : Cellules endothéliales

EDX : Microanalyse a rayons X dispersive en
énergie

ELP : « Elastin-Like Polypeptide », Polypeptide
de type élastine

EMCN : Endomucine

ESI-MS :  « Electrospray  lonization — Mass
Spectrometry »

FBS : Sérum de Veau Feetal

FDA: « Food and Drug Administration »,
Agence américaine des produits alimentaires
et médicamenteux

FGF : « Fibrobast Growth Factor »

FTIR : Spectroscopie Infrarouge a Transformée
de Fourier

G

GF : « Growth Factor », facteur de croissance
HA : Hydroxyapatite

hBMSC : Cellules souches mésenchymateuses
humaines issues de la moelle osseuse

HCP : « Host Cell Proteins »
HFIP : HexaFluorolsoPropanol

HS : « Hot spin », centrifugation a chaud

I

lhh : Indian hedgehog

15



IKVAV : Peptide dérivé de la laminine
IPTG : Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside
ITC : Cycle de Transition Inverse

L

LepR : Récepteur de la leptine.

M

MALDI : lonisation par désorption laser
assistée par matrice

MALS : Détection de diffusion de la lumiere
multi-angles

MAPK : Protéine kinase activée par les
mitogénes

MEB : Microscopie Electronique a Balayage
MEC : Matrice Extra Cellulaire
MeOH : Méthanol

MEPE : Phosphoglycoprotéine extracellulaire
matricielle

Mg(OH);: Hydrogénure de magnésium

Micro-CT : Microtomographie aux rayons X a
haute résolution

MMP : « Matrix Metalloproteinase »

MSC: « Mesenchymal Stem Cell», Cellule
souche mésenchymateuse

N

NE : Noradrénaline

NF : Neurofilament

NGF : « Nerve Growth Factor »
nt : Neurotransmetteur

NPY : Neuropeptide Y

O

OCN : Ostéocalcine

OSN : Ostéonectine

OSP : Ostéopontine

OSX : Ostérix

P

PA : Potentiel d'action

PBS : Tampon phosphate salin

PCL : Polycaprolactone

PCR : Réaction de polymérisation en chaine
PDGF : « Platelet-Derived Growth Factor »
Pdi : Indice de polydispersité

PDMS : PolyDiMéthyISiloxane

PECAM : « Platelet endothelial cell adhesion
molecule »

PEG : PolyEthyléne Glycol

PFA : ParaFormAldéhyde

PG : Prostaglandine

PHOSPHOL1 : Phosphocholine Phosphatase 1
Pi : Phosphate inorganique

PLA : Acide Polylactique

PPi : Pyrophosphate

PS : Pénicilline Stréptomycine

PSM : Poste de Sécurité Microbiologique

PTM : Modifications Post-Traductionnelles
PU : Polyurethane

R

RDL : Ligature Directionnelle Récursive
ReACT : « Redox-Activated Chemical Tagging »
RFP : « Red Fluorescent Protein »

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire
ROP : « Ring Opening Polymerisation »

Runx2 : « Runt-related transcription factor 2 »

S

SDS-PAGE : Electrophorése en gel de
polyacrylamide contenant du dodécysulfate de
sodium

SEC : Chromatographie d'Exclusion Stérique

Sema3A : Sémaphorine 3A

16



SMC : Cellules musculaires lisses vasculaires
SNC : Systéme Nerveux Central

SNP : Systeme Nerveux Périphérique

SP : Substance P

T

TCP : Phosphate de calcium tricalcique

Tcp : Température de point de trouble

TGA : Analyse thermogravimétrique

TGF-B : Facteur de croissance transformant
TH : Tyrosine Hydroxylase

TM : Trichrome de Masson

TRAP : Tartrate-Resistant Acid Phosphatase

TrkA: Récepteur de la tyrosine kinase

neurotrophique de type 1

Tt : Température de transition

U

UV : Ultra-Violet

\%

VEGF : « Vascular Endothelial Growth Factor »

VIP : « Vasoactive Intestinal Peptide »

VSMC : « Vascular Smooth Muscle Cells »

Y

YIGSR : Peptide dérivé de la Laminine

17



18



Revue de la Littérature



Revue de la Littérature

l. L'os : structure et remodelage.

Le squelette humain est la charpente du corps qui le protége, le soutien et le maintien. Il est composé
de 206 os, répartis entre le squelette axial et le squelette appendiculaire (Figure 1). Le squelette axial
représente I'axe central de I'organisme (crane, colonne vertébrale, cage thoracique et bassin) et a
essentiellement un r6le de protection des organes internes. Le squelette appendiculaire est lui

composé des os longs des membres, et des os courts des articulations.

Les os sont des organes composés de différents tissus, parmi lesquels le tissu osseux, le tissu

cartilagineux, le tissu nerveux et les vaisseaux sanguins.
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Figure 1 : Squelette humain (Benhamza 2019).
Le squelette axial (bleu) est distingué du squelette appendiculaire (beige). lls ont respectivement un rdle dans la
protection des organes et dans la locomotion.

La classification histologique distingue le tissu osseux primaire, qui est le premier tissu osseux formé
et qui a vocation a étre remplacé, du tissu osseux secondaire, qui est issu d’une ossification secondaire
du tissu osseux primaire. Le tissu osseux primaire est de type fibreux. Le tissu osseux secondaire est
quant a lui de type lamellaire, il est divisé en tissu osseux haversien compact ou cortical et en tissu

osseux trabéculaire ou spongieux.

On peut également les classer selon leur morphologie, les os longs (fémur, tibia...) issus d’une
ossification endochondrale avec ébauche cartilagineuse et les os plats (omoplate, crane, mandibule)

issus d’une ossification membranaire sans ébauche cartilagineuse.
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[ Cartilage articulaire
Epiphyse -
Os spongieux
Métaphyse
[ Os compact
Endoste
Cavité médullaire
Diaphyse -+ Périoste
(enveloppe)

Figure 2: Structure macroscopique d’un os long, adapté de Lm 2016.
Les os sont protégés par une enveloppe externe, le périoste. Deux types d’os sont présents : I'os spongieux et I'os
compact. L'os spongieux est localisé dans la partie interne et est protégé par de I'os compact qui se trouve en
périphérie. Le cartilage articulaire vient tapisser les épiphyses. Les os longs possédent en leur centre une cavité
médullaire qui contient la moelle osseuse.

Le tissu osseux compact correspond a une couche dense, le périoste, qui forme I'extérieur de I'os
(Figure 2). L'os spongieux est lui constitué de trabécules, les espaces libres a l'intérieur du maillage
sont continus et occupés par la moelle osseuse et par les vaisseaux sanguins. La cavité médullaire est
tapissée d’'une membrane appelée endoste. En son sein se trouve la moelle osseuse, qui a pour réle

de produire en particulier les cellules sanguines lors de I’'hématopoiese.

Figure 3 : Coupes histologiques d’un os long (Boston University 2002).

Coupes histologiques transverses colorées avec de I'Hématoxyline-Eosine (HE) (A) et observées par microscopie
électronique (ME) (B), coupes histologiques longitudinales en HE (C) et en ME (D).
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Les coupes histologiques des tissus osseux permettent de distinguer les différentes structures des os
(Figure 3). L'os compact compose la diaphyse des os longs et I'enveloppe des os plats et courts. Il
constitue une enveloppe résistante formée par la juxtaposition d’ostéons cylindriques (Figure 4) de
200 a 300 microns de diameétre. L'orientation des fibres de collagene octroie au tissu cortical une

résistance mécanique essentielle.

L’os spongieux est majoritairement présent dans les épiphyses et les métaphyses des os longs ainsi
gu’a l'intérieur des os plats et courts. Il est riche en cellules mésenchymateuses impliquées en

particulier dans le processus d’ostéogeneése.

Figure 4 : Ultrastructure de I'os organisé en ostéon (Sommerfeldt & Rubin 2001).

(A) Image au microscope optique d'une coupe d'os compact. Les ostéons (ou systeme haversien) sont visibles. Le
cercle noir central correspond au canal de Havers contenant une artere nutritive. |l est entouré de lamelles
concentriques de matrice osseuse calcifiée constituée principalement de collagéne. Les taches sombres visibles dans
les zones compactes sont les lacunes dans lesquelles les ostéocytes sont piégés (x350). (B) Micrographie électronique
a balayage (MEB) d'un systéme Haversien (x800). (C) Ostéocytes avec des prolongements cellulaires s'étendant vers

la paroi lacunaire et permettant la connexion entre les cellules (x1600).

1.1. Le tissu osseux.

Le tissu osseux est, comme tous les tissus conjonctifs, composé de cellules et d’une matrice
extracellulaire (MEC) abondante. La matrice osseuse a la particularité d’étre minéralisée, a la
différence des autres tissus conjonctifs. L'os est donc considéré comme un matériau composite
composé de 60 a 66 % d’une phase inorganique, de 8 a 10 % d’eau et de 24 a 32 % d’une phase

organique (Gong et al. 1964).

1.1.1. Les cellules osseuses.
Il existe 4 types de cellules osseuses, qui représentent environ 10 % du volume total osseux. Les cellules

ostéoprogénitrices (MSC ou mesenchymal stem cell) sont a I'origine des cellules ostéoblastiques et des
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ostéocytes qui ont pour role de synthétiser la matrice osseuse. Les ostéoclastes proviennent de
précurseurs pré-ostéoclastiques issus des cellules souches hématopoiétiques. lls ont pour role de

dégrader la matrice osseuse et d’assurer les phases du remodelage osseux.

Les cellules souches ostéoprogénitrices sont principalement localisées dans les canaux de Havers et de
Volkmann, dans la moelle osseuse, dans I’'endosteum et dans la couche interne du périoste (Buck &
Dumanian 2012). Elles ont la capacité de s’auto-renouveler et de se différencier vers la lignée
ostéoblastique (Figure 5) suite a des signaux biochimiques, physiques ou cellulaires, tels que les
signaux de migration vers un site de formation osseuse. Elles peuvent également se différencier en

chondrocytes et en adipocytes en suivant des voies de différenciations différentes.

BSP BSP OCN
AP AIP MEPE
OSN OSN
MSC Preosteoblast osteoblast osteocyte

Figure 5 : Facteurs de transcription et marqueurs protéiques exprimés lors de la

différenciation ostéoblastique.
Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) peuvent se différencier en préostéoblastes sous la signalisation des
facteurs lhh (Indian hedgehog) et Wnt, puis en ostéoblastes qui donneront finalement les ostéocytes. Les facteurs de
transcription mis en jeu sont Runx2, Osterix et B-caténine. Les protéines exprimées sont ALP (phosphatase alcaline),
BSP (sialoprotéine osseuse), Col I (collagéne de type 1), MEPE (phosphoglycoprotéine extracellulaire matricielle), OCN
(ostéocalcine), OSN (ostéonectine), OSP (ostéopontine).

Les ostéoblastes sont les cellules qui forment le tissu osseux et qui sécrétent le collagene de type | ainsi
que d’autres protéines non collagéniques. Elles sont de forme cubique avec un noyau rond, et mesure
de 20 a 30 um. Lorsqu’elles sont au repos, elles sont appelées cellules bordantes. Elles dérivent des
cellules souches mésenchymateuses (Figure 5) et se différencient sous la dépendance du facteur
« Runt-related transcription factor 2 » (Runx2). Il s’agit d’un facteur de transcription qui contrdle
I'expression des génes spécifiques du tissu osseux, comme le collagéne de type 1 alpha-1 (Col1A1l),
I’'ostéonectine (OSN), la phosphatase alcaline (ALP) ou encore la sialoprotéine osseuse (BSP) (Ducy et
al. 2000). En plus de Runx2, deux autres facteurs contrélent la différenciation des cellules
ostéoblastiques vers I'ostéoblaste, a savoir les facteurs ostérix et B-caténine. Les marqueurs de
différenciation plus tardifs sont I'ostéocalcine (OCN) et I'ostéopontine (OPN). D’un point de vue
histologique, les ostéoblastes sont organisés en groupes cellulaires de 100 a 400 cellules autour des

sites de formation osseuse (Figure 6).
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Figure 6 : Coupe histologique mettant en évidence une lacune de résorption ainsi que les
cellules osseuses matures que sont les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes
(K. MacCallum 1990).

Les ostéocytes sont les ostéoblastes du tissu osseux mature. lls sont emprisonnés dans des lacunes de
la matrice osseuse minéralisée appelées ostéoplastes, et peuvent survivre plusieurs dizaines d’années.
Grace a leurs prolongements cytoplasmiques appelés dendrites, ils dialoguent avec les autres
ostéocytes et les ostéoblastes via des jonctions communicantes. Ce réseau leur permet de transmettre
les variations des stimulations mécaniques et biochimiques qui influencent leur métabolisme. Pendant
tres longtemps ils ont été considérés comme des cellules passives, mais ils ont des fonctions
essentielles dans le support du métabolisme osseux comme le maintien de la matrice osseuse et le

controle de ’lhoméostasie de la calcémie.

Les ostéoclastes dérivent des cellules souches hématopoiétiques, et plus spécifiquement des
monocytes. Ce sont de grosses cellules plurinucléées (5 a 50 noyaux) d’environ 100 um de diamétre,
ayant une durée de vie de 12 jours. Elles ont pour role de détruire le tissu osseux (Figure 6). Ce sont
des cellules polarisées qui possédent des microvillosités au pole basal et qui vont détruire les travées
osseuses par acidification et libération d’enzymes telles que la phosphatase acide tartrate résistante
(TRAP) et la cathepsine K. La dégradation de la matrice est un processus contrdlé qui va entrainer le

relargage des minéraux et des facteurs solubles afin de réguler la calcémie et le remodelage osseux.

1.1.2.  La matrice extracellulaire minéralisée.

La matrice extracellulaire (MEC) désigne tous les composants matriciels se trouvant dans |'espace
extracellulaire. Elle permet de donner une structure a I'os et de servir de support pour I'attachement
et la migration des cellules. La MEC osseuse a la particularité d’étre minéralisée ce qui la rend

composite. Elle est donc composée d’une partie inorganique et d’une partie organique.
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Des sels minéraux sont présents dans la phase inorganique. lls sont majoritairement sous forme de
carbonate et de phosphate de calcium, mais d’autres formes comme le carbone calcique (CaCOs) et
I’hydrogénure de magnésium (Mg(OH),) sont retrouvés en plus faible quantité. Les phosphates de
calcium peuvent étre amorphes mais ils sont majoritairement sous forme de cristaux d’hydroxyapatite
de formule Caio(PO4)s(OH),. Ces cristaux sont organisés en trés fines aiguilles hexagonales d’une

centaine d’angstréms de long, localisés de facon périodique a I'intérieur des fibres de collagéne.

Dans le tissu osseux d’un adulte, il y a en moyenne 1100 g de calcium, soit 99 % du calcium total de
I'organisme, et 600 g de phosphore, soit 85 % du phosphore total de I'organisme. Cela rend les os
opaques aux rayons X, ce qui permet d’étudier leur structure par des techniques de radiographie ou
de microtomographie aux rayons X a haute résolution (micro-CT). L'os est donc le réservoir
phosphocalcique du corps humain. Il a une fonction primordiale dans le contréle du métabolisme
phosphocalcique conjointement avec l'intestin et les reins. Sous I'effet des pressions mécaniques, liées
a 'activité physique par exemple, le remodelage constant du tissu osseux entraine la libération ou le

stockage de sels minéraux.

1 Phosphocholine

kEHOSPHO1 h)

Ca2t Ni + Choline
HA

Figure 7 : Synthése de I’hydroxyapatite (HA) lors de la minéralisation de la MEC osseuse
(Murshed 2018).

Deux processus de minéralisation sont connus. Le premier processus repose sur I'activité de la phosphatase alcaline
(ALPL), enzyme membranaire des ostéoblastes, qui clive le pyrophosphate inorganique (PPi) en 2 Pi (phosphate
inorganique). Les fibres de collagene en structure compacte présentent des lacunes nanométriques intra et
interfibrillaires accessibles a 'HA. Le second processus de minéralisation se fait en présence de phosphocholine dans
les vésicules matricielles (VM). Ces VM transportent les enzymes SMPD3 et PHOSPHO1, qui favorisent la
minéralisation intracellulaire en bourgeonnant a partir des cellules en phase de minéralisation. Une augmentation du
Pi intravésiculaire conduit a sa précipitation avec le CaZ* pour former les cristaux naissants d'hydroxyapatite (HA).

La minéralisation de la MEC osseuse peut se faire selon deux processus. Le plus connue implique

I'activité de la phosphatase alcaline (ALP). Cette enzyme est présente au niveau des membranes des
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ostéoblastes. Elle va cliver le phosphate majoritairement disponible sous la forme de pyrophosphate
(PPi) en 2 phosphate inorganique (Pi) (Figure 7). En présence de Ca?* et lorsque le Pi est disponible, la
cristallisation de I’hydroxyapatite se fait alors spontanément dans les lacunes des fibres de collagéne
(Orimo 2010). Un second processus de minéralisation existe. Il utilise les phospholipides constituant
les vésicules membranaires comme source de Pi plutot que le PPi. Ces vésicules transportent des
enzymes telles que la PHOSPHO1, qui va cliver la phosphocholine en Pi et en choline (Murshed 2018).

L’hydroxyapatite alors formée se fixera sur les fibres de collagéne.

La phase organique est composée essentiellement de protéines. La protéine majoritaire est le
collagene de type | (95 %) qui s’organise en fibres. Les autres protéines non collagéniques controlent
le métabolisme osseux et la minéralisation du collagéne. Parmi ces protéines il y a les protéoglycanes,
I’ostéopontine, I'ostéonectine, I'ostéocalcine, la fibronectine, la thrombospondine, la sialoprotéine
osseuse et les protéines morphogénétiques osseuses (BMP) (Florencio-Silva et al. 2015). Les fibres de
collagene de la MEC osseuse sont reliées au tissu osseux par les intégrines (Figure 8). Cet agencement

confere au tissu sa rigidité et sa résistance.
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Figure 8: Représentation schématique de jonction entre cellules de I'os et MEC osseuse

(Karamanos et al. 2021).
L'os est un tissu conjonctif spécialisé, avec une MEC riche en collagéne, minéralisé avec la présence de
I'nydroxyapatite. Les PG et les protéines osseuses spécialisées régulent I'assemblage du collagéne, tandis que les
sialoprotéines osseuses, I'OPN, I'OCN et les thrombospondines contrélent le métabolisme osseux et la minéralisation
de la MEC. Les composants cellulaires contrélent le développement osseux et I'homéostasie par la sécrétion de
facteurs de croissance. Les cellules osseuses sont les ostéoblastes formant le tissu osseux et les ostéoclastes impliqués
dans la résorption osseuse. Le tissu osseux mature renferme également des ostéocytes emmurés dans la MEC.

1.2. Le tissu cartilagineux.
Chez le foetus, le tissu cartilagineux constitue la plus grande partie du squelette. Une partie de ce

squelette cartilagineux va devenir de I'os, on parle alors d’ossification endochondrale. A I’age adulte,
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il tapisse la surface des articulations entre les os et dans la cage thoracique. On le retrouve aussi dans
I'oreille, le nez, les bronches et les disques intervertébraux. C'est un tissu conjonctif spécialisé qui
résiste aux forces de compression. Il est aussi plus élastique et plus souple que le tissu osseux. Sa

surface est lisse et nacrée.

Il existe 3 types de cartilage qui sont le cartilage hyalin, le cartilage élastique et le fibro-cartilage. Le
cartilage hyalin est le plus abondant. Il est localisé au niveau des cartilages articulaires et est en contact
avec le tissu osseux. Il permet le mouvement d’un os par rapport a I'autre en réduisant les frictions et
en distribuant de fagcon uniforme le poids sur I'articulation. Il est composé de chondroblastes et de
chondrocytes, et sa matrice extracellulaire est composée de fibres de collagene et de protéoglycanes.
Il n’est ni vascularisé ni innervé, et est incapable de se régénérer. Une fois que le cartilage est
endommagé par des sur-sollicitations mécaniques, par exemple lors d’un surpoids, d’un excées de sport,

ou encore lors du vieillissement, sa cicatrisation est difficile et il ne peut étre réparé.

1.3.  Letissu vasculaire dans I'os.

Le systeme vasculaire osseux joue un role prédominant pour maintenir I'activité des cellules souches
progénitrices et résidentes et leur recrutement. Il permet de réguler I'ostéogenese, I'hématopoiese et
I'angiogenése en diffusant les molécules nécessaires, et permet également 'apport d’oxygéne et de
nutriments aux cellules environnantes. La vascularisation est donc essentielle a la croissance osseuse,

a son remodelage et a sa réparation.
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Figure 9 : Systéemes d’artéres nourriciéres et périostées sur une section d’os (Cowin &

Cardoso 2015).
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Il existe deux types de systémes vasculaires dans les os. Un systéme central qui donne les artéres
nourricieres a I'épiphyse, la métaphyse et la diaphyse, et un systeme d’artéres périphériques
périostées (Figure 9). Ce sont les muscles qui aménent les 2/3 de la vascularisation dans I'os cortical,

grace a leur insertion sur le périoste.

Les nutriments, I'oxygene et les facteurs solubles pénétrent dans la moelle osseuse principalement par
I'artere centrale, qui se ramifie en artérioles, puis a travers les vaisseaux de transition dans un vaste

réseau de sinusoides et de vaisseaux fenétrés.

1.3.1. Structure des vaisseaux sanguins.

Il existe 3 types de vaisseaux sanguins : les arteres, les veines et les capillaires. Les artéres et les veines
sont composées de plusieurs couches, une tunique interne ou endothélium composé de cellules
endothéliales, une tunique moyenne de tissu musculaire lisse, et une tunique externe de tissu
conjonctif composé de cellules périvasculaires telles que les « Vascular Smooth Muscle Cells » (VSMC)

et les péricytes (Figure 10).

Anere Veine

Tunique interne:
* Endothélium

* Couche sous-endothéliale

Limitante élastique interne

q Y

Limitante élastique externe

externe

Lumiére

Lumiére

Artere Veine

Cellules endothéliales

Capillaire

Figure 10 : Structure schématique et histologique des vaisseaux sanguins
(Benhamza 2020).

28



Revue de la Littérature

Les arteres transportent le sang en dehors du cceur, elles ont une paroi plus épaisse et une lumiére
plus petite que les veines. Les capillaires sont des vaisseaux sanguins microscopiques (7 a 10 um) qui
forment de vastes réseaux a travers les tissus, ils représentent a eux seuls plus de 80 % de la longueur

totale des vaisseaux sanguins.

En conditions physiologiques le systeme circulatoire est fermé, le sang ne quitte le réseau qu’en cas
de blessure ou de maladie. Toutefois, de nombreux échanges ont lieu au niveau des fines parois

capillaires qui sont composées d’une seule couche de cellules endothéliales.

1.3.2.  Organisation des vaisseaux sanguins dans |'0s.
Les vaisseaux sanguins (ainsi que les nerfs) pénétrent les os au niveau d’orifices a la surface des os
appelés foramens. Il en existe de 3 types, le foramen nourricier principal, de second et de troisieme

ordre.

.)“a'
-,-’3-.’»'&3
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Figure 11 : Foramens permettant I’entrée des vaisseaux sanguins dans la diaphyse des os

longs, adapté de Griineboom et al., 2019.

Mise en évidence des foramens. (a) Fémur murin montrant de multiples vaisseaux exposés a la surface. (b) Zoom sur
les pores remplis de sang a la surface de I'os (montrés par les fleches). (c, d, €) Images en microscopie électronique
montrant le nombre élevé de pores a la surface de I'os fémoral, (d et e) zoom au niveau de ces pores d'environ 10
um de diametre.

Pénétration des vaisseaux au niveau des foramens. (f) Reconstruction 3D d'un tibia par micro-CT permettant de
visualiser des canaux de différentes tailles traversant I'os cortical. (g, h) Grossissement des zones encadrées. (i)
Techniques de « transparisation » d'un tibia entier permettant de visualiser les vaisseaux dans |'os cortical et un canal
central dans la moelle osseuse (ligne pointillée). (j) Grossissement de la zone encadrée blanche (dans la figure i)
montrant un réseau complexe de canaux remplis de sang dans I'os cortical (pointes de fleches remplies, surface de
I'os indiquée par la ligne pointillée). Barres d’échelle : 1000 um pour a et i ; 500 um pour f; 100 um pour b, g, fetj;
20 pum pour d; et 10 um pour e.
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Le foramen nourricier principal permet le passage de l'artére nourriciere et des prolongements
neuronaux se rendant a la moelle. Les pores nourriciers de second ordre sont plus petits, situés sur les
épiphyses (excepté sur la couche cartilagineuse), et permettent le passage des veines. On en
dénombre au moins 140 uniquement sur la téte inférieure du fémur. Les orifices de troisieme ordre
sont invisibles a I'ceil nu et sont situés sur toute la surface de la diaphyse (Figure 11 a, b, c, d et e). lls
recoivent des capillaires partant du périoste et se continuent dans la matrice osseuse par les canaux

de Havers.

Les vaisseaux sanguins présents dans les os peuvent étre identifiés selon leur niveau d’expression de
I'endomucine (Emcn) et de CD31 (aussi appelé PECAM pour « Platelet endothelial cell adhesion
molecule »). Les vaisseaux de type H (High expression) expriment fortement Emcn et CD31, a contrario,

les vaisseaux de type L (Low expression) n’expriment que peu ces protéines. Kusumbe et ses

collaborateurs (Kusumbe et al. 2014) ont été les premiers a identifier les vaisseaux sanguins de type H
dans l'os trabéculaire et cortical au niveau des plaques de croissance et le long des membranes
périostées et endostées. Ces zones présentent un arrangement dense en cellules ostéoprogénitrices
qui expriment fortement le facteur Osterix et qui peuvent se différencier en ostéoblastes puis en
ostéocytes. Cette proximité entre ostéoprogéniteurs et vaisseaux de type H permet une ressource en
ostéoblastes rapidement mobilisable pour la formation/réparation osseuse. Les vaisseaux sanguins de

type L sont principalement situés dans la diaphyse (Mosteo et al. 2021).

Les vaisseaux de type H sont plus abondants chez les enfants et les adolescents possédant des os en
croissance car ils sont principalement localisés a proximité de la plaque de croissance (Figure 12). En
effet, 'allongement des os se produit au niveau des plaques de croissance. La matrice cartilagineuse
est remplacée par de I'os minéralisé par ossification endochondrale, et va étre digérée par les
ostéoclastes associés aux vaisseaux de type H qui vont stimuler les cellules endothéliales via la
libération de métalloprotéinase 9 (Romeo et al. 2019). Ce processus est également impliqué lors de la
réparation osseuse : aprés une fracture, une ébauche cartilagineuse est formée, avant d’étre résorbée

puis remplacée par de la matrice calcifiée.

Chez les mammiferes la densité minérale osseuse diminue avec I'age. Farr et collaborateurs (Farr &
Khosla 2019) ont montré que la diminution de la densité osseuse est associée a une diminution des

ostéoprogéniteurs dans les os longs des souris et a une diminution des vaisseaux de type H (Figure 12).
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Figure 12 : Organisation des vaisseaux sanguins dans la moelle osseuse saine, vieillissante et

lors de la régénération (Stucker et al. 2020).

En homéostasie, I'os jeune présente une abondance de vaisseaux de type H dans les régions métaphysaires.
L'endothélium de type H est étroitement associé aux ostéoprogéniteurs et stimule I'angiogeneése et I'ostéogenese via
des facteurs angiogéniques. Au cours du vieillissement et de la perte osseuse, la densité des vaisseaux de type H
diminue. Cette baisse s'accompagne d'une diminution des ostéoprogéniteurs, réduisant I'ostéogenese et la masse
osseuse. Le vieillissement réduit également le nombre de cellules souches hématopoiétiques (CSH) tout en
augmentant le compartiment adipocytaire. Les lésions osseuses telles que les fractures stimulent la prolifération et
la différenciation des vaisseaux de type H, des ostéoprogéniteurs et des CSH pour stimuler I'angiogenése et
|'ostéogenese qui guident la réparation et la régénération osseuses. LepR : récepteur de la leptine.

1.3.3.  Formation de nouveau vaisseaux sanguins et angiogenése.
Pendant le développement du foetus les vaisseaux sanguins se mettent en place grace a la
vasculogeneése. A |'dge adulte, les nouveaux vaisseaux sanguins vont se développer par le processus

d’angiogeneése a partir des vaisseaux préexistants.

Les nouveaux vaisseaux obtenus lors de lI'angiogenése vont étre formés par bourgeonnement
(sprouting). Les cellules endothéliales vont étre activées par des angiopoiétines et des facteurs pro-
angiogéniques tels que les « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEGF), le « Fibrobast Growth
Factor » (FGF) ou encore le « Platelet-Derived Growth Factor » (PDGF). La membrane basale du

vaisseau ainsi que la MEC vont alors étre dégradées.

Les péricytes sont des cellules périvasculaires qui s'enroulent autour des capillaires sanguins (Figure
13). lIs possédent des prolongements cytoplasmiques permettant la communication avec les cellules
endothéliales. Ils expriment la méme actine contractile que celle du muscle lisse. Les cellules
endothéliales spécialisées, appelées Tip cells, ont une forme conique. Elles vont guider les cellules

endothéliales qui les suivent et détecter dans leur environnement les facteurs pro-angiogéniques. Ceci
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est possible grace a leur filopodes mobiles qui expriment les récepteurs du VEGF. Les capillaires en
croissance vont alors se développer en fonction des gradients de VEGF (Figure 13). Les Tip cells sont
suivies par des cellules de tige proliférantes, moins mobiles, qui expriment le récepteur Tie2 et

recrutent des péricytes.

Dans le cas d’une fracture osseuse, le réseau vasculaire va étre endommagé : sa réparation par

angiogenése est nécessaire pour éviter la nécrose du tissu lésé.
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Figure 13 : Principales étapes de I’angiogenése (Adams & Alitalo 2007).
Les cellules endothéliales sont représentées en gris. Les cellules endothéliales spécialisées (Tip cells) sont en vert,
elles possedent des extensions cytoplasmiques de type filopodes. Les péricytes sont représentés en jaune. Les cellules
endothéliales sont controlées par une balance entre facteurs pro et anti-angiogéniques. (a) Les cellules endothéliales
qui vont bourgeonner vont étre activées. Des protéases vont étre libérées et vont dégrader la MEC localement. (b)
Un gradient de facteurs pro-angiogéniques notamment de VEGF va guider la croissance du bourgeon. (c) Les Tip cells
vont fusionner avec les Tip cells des vaisseaux adjacents (d) pour former un nouveau vaisseau sanguin.

1.4. Le tissu nerveux dans I'os.

1.4.1. Généralités sur le systeme nerveux.

Le systeme nerveux est un réseau complexe et nécessaire a la transmission de I'information. Il est
composé de I'encéphale (cerveau, cervelet et tronc cérébral), de la moelle épiniére et des nerfs. On
distingue le systéme nerveux central (SNC) formé de I'encéphale et de la moelle épiniére du systeme
nerveux périphérique (SNP) qui est lui composé des ganglions et des nerfs sensitifs et moteurs. Ces
derniers ont pour réle de transmettre les signaux provenant du SNC vers les différents organes, dont
les os, et permet de tenir informé le cerveau des besoins de I'organisme et des ressources disponibles

dans I’environnement.
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Le SNP est composé de nerfs végétatifs et somatiques. Les nerfs végétatifs interviennent dans la
régulation des fonctions vitales internes, permettant la digestion, la respiration, la circulation
sanguine, la sécrétion ou I'excrétion d’hormones. Le systéme nerveux sensoriel fait partie du SNP qui
interpréte les informations sensorielles. Les neurones sensoriels ont pour role de transmettre ces
informations depuis les visceres, les organes sensoriels, les muscles, les os et les articulations vers le

SNC ou I'information est pergue et interprétée.

Les nerfs sont constitués de fibres nerveuses qui renferment les axones des neurones ainsi que les
cellules de Schwann (Figure 14). En périphérie, cette gaine est appelée le périnevre. Les fibres
nerveuses sont séparées les unes des autres par un fin tissu conjonctif, I'endoneévre. Elles sont parfois
regroupées en fascicules par du tissu conjonctif beaucoup plus abondant, I'épinévre. Des vaisseaux

sanguins sont présents dans les trois gaines conjonctives.
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Figure 14 : Représentation schématique (A) et coupe histologique (B) d’'un nerf

(Van In 2022).

1.4.1.1. Les cellules nerveuses.

Le systéme nerveux est composé des cellules gliales et de neurones, en quantités équivalentes. Les
cellules gliales sont indispensables au bon fonctionnement des neurones en les soutenant et les
protégeant, en leur apportant des éléments nutritifs, en éliminant leur déchet et en accélérant la
conduction du message nerveux. Elles ont donc un réle majeur dans le développement, la plasticité, le
vieillissement et les pathologies du SN (Hemonnot-Girard et al. 2021). Les neurones permettent la

transmission de I'information dans tout I'organisme.
1.4.1.1.1. Les cellules neuronales périphériques.

Pour assurer les différentes fonctions neuronales, les cellules gliales jouent un réle important (Figure
15). Dans le SNC les astrocytes ont un role de support. La microglie assure la défense, ce sont les

macrophages du cerveau. Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline entourant certains
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axones. Les cellules épendymaires sont des cellules épithéliales ayant pour fonction de produire le

liquide céphalo-rachidien.

Dans le SNP on trouve les cellules de Schwann et les cellules satellites gliales. Les cellules de Schwann
entourent certaines fibres nerveuses ou axones pour constituer une enveloppe isolante, la gaine de
myéline : la vitesse de propagation du message nerveux le long de I'axone sera alors accélérée. Les
cellules satellites gliales, aussi appelées cellules de Schwann non myélinisantes, sont des petites
cellules qui entourent les neurones. Elles sont localisées au niveau des ganglions (Hemonnot-Girard et

al. 2021) et forment une couche de cellules aplaties autour des neurones ganglionnaires.

SN central SN périphérique

Cellules épendymaires Oligodendrocytes

Cellules satellites gliales

Cellules de Schwann

Figure 15: Représentation schématique des cellules gliales du SNC et SNP (Vollette 2020).

1.4.1.1.2. Les neurones.

Les neurones constituent I'unité fonctionnelle du systéme nerveux. Ce sont des cellules excitables qui
vont générer et transmettre les informations au sein de I'organisme ou entre I'environnement et
I’organisme a travers des signaux nerveux. Ces signaux peuvent étre soit électriques soit biochimiques

(neurotransmetteurs) et vont étre transmis a d'autres neurones ou a d'autres cellules pour les activer.
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Figure 16 : Représentation schématique d’un neurone du SNP (Matthew Cole 2018).

Chacun des neurones est composé d’un corps cellulaire et de neurites. Les neurites peuvent étre des
axones ou des dendrites. Il n’existe qu’un seul axone par neurone alors qu’il peut y avoir plusieurs
dendrites pour une méme cellule nerveuse. Les informations nerveuses vont étre apportées au niveau
des ramifications dendritiques. L'axone peut atteindre une longueur de 1 metre, et faire de 1 a 15 um
de diamétre. C’'est par I'axone que les informations vont étre transmises. Autour de cet axone une
gaine de myéline peut étre présente, elle est synthétisée par les cellules de Schwann et permet

I'accélération de la propagation de I'influx nerveux.

1.4.1.2. Transmission de I'information nerveuse.

Le message neuronal est transmis au niveau des synapses, qui peuvent étre jusqu’a 100 000 par
neurone. La synapse est donc une zone de communication entre deux cellules dont au moins I'une est
un neurone. La seconde cellule peut alors étre une cellule musculaire (jonction neuro musculaire), une

cellule épidermique, une cellule vasculaire ou encore une cellule osseuse.

Il existe deux types de synapses selon I'information transmise. La synapse électrique et la synapse
chimique. La synapse électrique est minoritaire mais essentielle. Elle nécessite que les deux neurones

soient reliés par des jonctions communicantes de type GAP. L'information est alors transmise en 100

us.

Les synapses chimiques sont les plus nombreuses, elles permettent une modulation plus fine de
I'information selon les types de neurotransmetteurs (nt) et de récepteurs impliqués. L'information

envoyée a aussi une durée plus longue qui varie de 0.5 a 1.5 ms.
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Figure 17 : Diffusion du message nerveux chimique au niveau des synapses neuronales,

adapté de Nagwa 2022.
(A) Ouverture des canaux calciques lorsqu’un PA (fleche rouge) arrive dans le neurone pré-synaptique. (B) Les
vésicules contenant le Nt fusionnent avec la membrane présynaptique, ce qui va libérer le Nt au niveau de la fente
synaptique. (C) Liaisons des Nt sur leurs récepteurs dans le neurone post-synaptique, ouverture des canaux sodiques
et génération d’un nouveau PA. Nt = neurotransmetteur, PA = Potentiel d’action.

Aprés avoir généré et propagé un potentiel d'action (PA) le long de son axone, le neurone pré-
synaptique va transmettre ce signal en libérant des nt dans la fente synaptique (Figure 17). Brievement,
lorsqu’un PA arrive dans les dendrites, le neurone pré-synaptique est dépolarisé, les canaux calciques
s'ouvrent et le calcium est libéré. Les vésicules contenant les nt vont les libérer dans la fente
synaptique, et ces nt vont pouvoir se lier a leurs récepteurs sur la membrane du neurone post-
synaptique. Les canaux sodiques vont s’ouvrir et permettre le passage des ions sodium générant un

PA dans la dendrite du neurone post-synaptique.

1.4.1.3. Lien entre développement de |'os et innervation.

Chez I’humain, les premiéres fibres nerveuses apparaissent dés le 15°™ jour de gestation dans le
périchondre de la diaphyse des os longs. Au jour 19, les terminaisons nerveuses apparaissent et
I'innervation devient alors fonctionnelle. L’apparition des terminaisons nerveuses coincide avec
I’expression de neuropeptides spécifiques des fibres nerveuses sensitives, tels que la substance P et le
« calcitonin gene-related peptide » (CGRP) (Sisask et al. 1995). Ces événements ont lieu en paralléle du

développement du périoste diaphysaire et du début de I'ostéogenése dans le centre des os longs.
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Figure 18: Développement du systéme nerveux périphérigue en 3D dans les embryons

humains (Belle et al. 2017).

Immunomarquage d’embryon humain (premier trimestre de gestation) « transparisé » par 3DISCO. (A) Image
d'ombrage de surface (a gauche) et marquage de la Prph des nerfs périphériques (a droite) a 7 semaines de gestation.
(B) Superposition de I'image d'ombrage de surface (gris) et immunomarquage de la Prph (vert) a 8 semaines de
gestation. (D) Pouce a 9 semaines et demi de gestation marqué pour la Prph et Tag-1. (E) Vue dorsale d'une maina 9
semaines et demi de gestation immunomarquée pour ChAT (axones moteurs) et Prph (axones sensoriels). (F) Vue
dorsale d'un pied a 9 semaines de gestation immunomarqué pour ChAT et Tag-1.

Barres d'échelle : (A) 1 000 um, (B) 500 pum, (D) 200 pm, (E) et (F) 150 um. Prph = Périphérine, protéine de filament
intermédiaire spécifique aux neurones. ChAT = choline acétyl transférase (innervation motrice). Tag-1 = glycoprotéine
d'adhésion transitoire-1 (innervation sensorielle).

Les nerfs sensitifs s’étendent aux métaphyses 6 semaines apres gestation, puis aux épiphyses 8
semaines apres gestation (Belle et al. 2017), parallelement a la progression de [|'ossification
endochondrale. L'innervation autonome se met en place aprés lI'innervation sensitive ; les fibres
nerveuses sympathiques contenant le « vasoactive intestinal peptide » (VIP) et le neuropeptide Y (NPY)

sont seulement détectées a la naissance dans le périchondre, puis dans la diaphyse.

Ces changements dans la distribution des fibres nerveuses au cours de la croissance de I'os et de son
ossification, montrent le réle de I'innervation dans ces processus. Dans un os adulte, métaboliqguement
moins actif, I'innervation est essentiellement localisée au niveau des zones actives de remodelage
osseux. Enfin, des expériences de dénervation chez le rat ont montré que ces os « dénervés » avaient

une croissance osseuse diminuée (Edoff et al. 1997).

1.4.2. L’innervation de I’os.
Les nerfs périphériques participent au développement et a la réparation des os via une multitude de
signaux générés par la sécrétion de neurotransmetteurs (nt), de neuropeptides, de facteurs de guidage

axonal et de neurotrophines. En retour, I'os protege les nerfs dans son espace interne.

Les fibres nerveuses qui sont présentes dans I'os sont d’origine sensitive et autonome (sympathique).

Les corps cellulaires des fibres sympathiques innervant I'os prennent leur origine dans les ganglions
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sympathiques, tandis que les fibres sensitives sont issues des ganglions spinaux et trigéminaux (Figure

19). Les axones périphériques se prolongent vers les tissus cibles par le biais de faisceaux nerveux.

Moelle épiniére Ganglion spinal
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~= Fibres sensitives sympathique

Figure 19 : Origine des fibres nerveuses destinées a I'os (Chenu 2001).
Le systéme nerveux autonome (systéeme sympathique) utilise deux types de neurones entre le systéme nerveux
central et I'os. Le corps cellulaire du neurone préganglionnaire est localisé dans la moelle épiniére au niveau de la
corne intermédio-latérale, et son axone se projette sur les ganglions sympathiques. Le neurone postganglionnaire
innerve quant a lui les cellules osseuses. Les fibres afférentes sensitives qui innervent les os des membres ont leurs
corps cellulaires dans les ganglions spinaux. Ces fibres pénétrent dans la moelle épiniére par la racine dorsale et
établissent une synapse avec un interneurone, ou directement avec un neurone moteur du systéeme sympathique.

Les fines terminaisons nerveuses qui ciblent le squelette sont principalement composées d'axones de
petit et de moyen diameétre, a la fois non myélinisées et myélinisées. Elles peuvent étre classées en
sous-populations en fonction des marqueurs qu'elles expriment, ce qui permet leur visualisation par

les méthodes d'immunohistochimie ou d'immunofluorescence.

1.4.2.1. Les neurones sensoriels innervant les os.

Les neurones sensoriels innervant les os ont leurs corps cellulaires dans les ganglions de la racine
dorsale (DRG pour Dorsal Root Ganglion), le long de la moelle épiniére pour le squelette thoracique et
appendiculaire, ou dans les ganglions des nerfs craniens pour le squelette cranio-facial. Ills sont de
morphologie pseudo-unipolaire. Le neurone étend un axone qui bifurque en une projection centrale
vers le cerveau et une projection périphérique qui innerve l'os. Lors d’une lésion, les neurones vont
libérer des neuropeptides tels que le peptide lié au gene de la calcitonine (CGRP) et de la substance P
(SP) qui favorisent respectivement la vasodilatation et |'extravasation plasmatique ainsi qu’une

modulation locale de I'immunité (Chiu et al. 2012).

Les axones des neurones sensoriels présents dans I'os sont majoritairement sous forme de petites
fibres non myélinisées de 0,2 a 1,5 um de diametre, ou de fibres myélinisées moyennes de 1 a 5 um
de diameétre (Figure 20) exprimant le neurofilament (NF). Les axones de grand diamétre sont
généralement absents de la moelle osseuse, mais sont présents dans les machoires et le périoste des

os longs.
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Il a été montré que le CGRP stimule les ostéoblastes tout en inhibant la différenciation et la fonction
des ostéoclastes (Gradssel 2014). La substance P peut stimuler la formation osseuse lorsqu'elle est
présente a des concentrations élevées, mais elle est capable également de réguler la résorption

osseuse a des concentrations plus faibles (Zheng et al. 2016).

(TrkA+, TH+)

Autonomicv‘ Sympathetic adrenergic —» NE, NPY
Sympathetic cholinergic —» ACh, VIP

(VAChT+, VIP+)
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(0.2to 1.5 um) (0.5 02 m/s) (TrkA+, TRPV1+, CGRP+, SP+)
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(IB4+)
O Medium —> Ad fiber— Sensory —— Peptide-rich — CGRP, SP
(1to5 pum) (5 to 30 m/s) (NF200+, TrkA+, TRPV1+, CGRP+, SP+)

Specialized sensory endings
O Large » AP fiber » Sensory ——— (dentified by morphology, ¢.g. Golgi-Mazzoni

(610 12 pm) (3510 75 mls) endings, Pacinian corpuscles)

Myelination

PGP9.5 = Pan-neuronal marker
GAP43 = Plastic nerve marker

Size/Myelination Fiber class Functional Subclassification Locally released
(Axon diameter) (Conduction velocity) class (Markers) neurotransmitters

Figure 20 : Classification des axones présents dans I’os selon leur diameétre

(Brazill et al. 2019).
Les neurones sensoriels expriment les neuropeptides CGRP et SP alors que les neurones sympathiques expriment NE,
NPY, ACh et VIP. TrkA = récepteur tyrosine kinase neurotrophique de type 1, TH = Tyrosine Hydroxylase, VIP = peptide
intestinal vasoactif, ACh = acétylcholine, CGRP = peptide lié au gene de la calcitonine, SP = substance P et NF 200 =
neurofilament, NE = norepinephrine.

1.4.2.2. Les neurones autonomes sympathiques innervant les os.

Dans le cas des nerfs sympathiques, le systéme nerveux autonome envoie des informations aux tissus
périphériques par l'intermédiaire de deux types de neurones. Le premier est un neurone
préganglionnaire dont le corps cellulaire est localisé dans la moelle épiniere. Il regoit I'information du
systeme autonome et la transmet au corps cellulaire d’'un neurone ganglionnaire dont le corps

cellulaire est localisé dans un ganglion qui lui-méme innerve le tissu cible.

Les neurones ganglionnaires sont identifiés par la présence de petits neurotransmetteurs tels que
I'acétylcholine (ACh), la noradrénaline (NE), le neuropeptide Y (NPY) ou le peptide intestinal vasoactif
(VIP). Le marquage de la Tyrosine Hydroxylase (TH), enzyme limitant la vitesse de synthese de la NE
(principal neurotransmetteur sympathique) ainsi que du récepteur tyrosine kinase neurotrophique de

type 1 (TrkA) sont souvent utilisés pour mettre en évidence les fibres sympathiques.

1.4.2.3. Localisation des nerfs dans I'os.
Les fibres nerveuses sensorielles et autonomes pénetrent I’os cortical aux c6tés des vaisseaux sanguins
par les canaux de Volkmann et de Havers. Dans ces canaux, les fibres nerveuses sensorielles sont

généralement linéaires alors que les fibres autonomes s’enroulent autour des vaisseaux (Figure 21). Si
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on considere le nombre de fibres par zone, le plus grand nombre de fibres a été retrouvé dans le
périoste (177 fibres sensorielles positives au CGRP/mm? et 154 fibres sensorielles myélinisées positives
au NF/mm?). Elles sont nettement moins abondantes dans I'os minéralisé (15 fibres CGRP*/mm? et
8 fibres NF*/mm? ) et dans la moelle osseuse (10 fibres CGRP*/mm? et 3 fibres NF* /mm?) (Brazill et al.
2019). Bien qu’une variation de la densité des fibres neurales dans une méme zone existe, la diaphyse

présente néanmoins le plus petit nombre de fibres.

Fibrous

o Wenp Celterfar- .

Peptidergic sensory axons
Adrenergic sympathetic axons
Vasculature

Figure 21 : Répartition des axones neuronaux dans I’os, d’apreés (Brazill et al. 2019).
(A) Distribution des nerfs sensoriels et autonomes dans I'os. (B) Périoste de fémur de souris aprés immunomarquage
des fibres nerveuses sympathiques par la TH (jaune), des fibres nerveuses sensorielles par le CGRP (vert), des
vaisseaux sanguins par le CD31 (rouge) et des noyaux par le DAPI (bleu). (C et D) Immunomarquage TH, CGRP, CD31
et DAPI dans la moelle osseuse.

Les fibres sensorielles et sympathiques établissent un contact de type « synapse » avec les cellules
osseuses qui présentent des récepteurs pour les substances libérées par les fibres neurales. La
communication intercellulaire est difficile a analyser dans les tissus durs in situ, et il n'y a a ce jour que
peu de preuves directes du type de connexion entre les fibres nerveuses et les cellules osseuses.
Néanmoins les fibres nerveuses longent les vaisseaux sanguins et sont situées a proximité des cellules
hématopoiétiques et des cellules osseuses (Serre et al. 1999). Dans des modeles de co-culture in vitro
de neurones sensoriels et d'ostéoblastes il a été montré qu’un contact étroit de type synapse était
établi (Asada et al. 2012). Par ailleurs cette communication est bidirectionnelle. Les terminaisons des
neurites périphériques libérent du glutamate et de la substance P par exocytose (signal efférent aux
ostéoblastes) et les ostéoblastes liberent de I'adénosine triphosphate ou ATP (signal afférent aux
neurites). Les neurones sensoriels ont donc la capacité a transmettre les informations de charge

mécanique au cerveau pour moduler I'homéostasie osseuse.
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1.5. Remodelage osseux physiologique.

L'os se renouvelle continuellement tout au long de la vie. Chaque année, environ 10% du volume total
du squelette est remodelé (Manolagas 2000). C'est majoritairement I'os trabéculaire qui est renouvelé
a 25%, contre seulement 3% de I'os cortical (Hardy & Cooper 2009). Ce remodelage est nécessaire car
il permet a l'os de s’adapter aux contraintes environnementales, notamment aux contraintes

mécaniques dues a l'activité physique.
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Figure 22 : Principales étapes du remodelage osseux (A) et unités multicellulaires osseuses

(BMU) (B) dans I'os trabéculaire (haut) et cortical (bas) (Owen & Reilly 2018).
Le remodelage osseux est composé de 5 étapes successives que sont la phase de quiescence, d’activation, de
résorption, de formation et de minéralisation osseuse. Les BMU s'initient dans |'os trabéculaire sous des auvents de
remodelage osseux formés a partir de cellules de revétement osseux, et dans |'os cortical a des points situés dans les
canaux de Havers.

Le remodelage osseux est composé de 5 phases consécutives dites de quiescence, d’activation, de
résorption, de formation et de minéralisation (Figure 22A). Brievement, dans la phase de quiescence,
qui correspond a un état d’équilibre, les cellules de remodelage osseux sont au repos. S’ensuit une
phase d’activation dans laquelle des pré-ostéoclastes sont recrutés, puis ils se différencieront en

ostéoclastes et auront acces a la zone de résorption.

La phase de résorption débute lorsque les ostéoclastes éliminent I'os ancien, et ce processus dure 2 a
4 semaines a une vitesse de 25 um/jour (Jilka 2003). Les ostéoclastes créent un microenvironnement
acide dans lequel ils relarguent des ions H*, ce qui va former des lacunes de résorption appelées
lacunes de Howship. lls sécretent des enzymes telles que de la « Tartrate-Resistant Acid Phosphatase »

(TRAP) et des métalloprotéases comme la « Matrix Metalloproteinase 9 » (MMP9). Des macrophages
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sont présents et préparent la surface de I'os, ils produisent a leur tour des cytokines qui stimulent la
différenciation des pré-ostéoblastes en ostéoblastes et migrent vers ces lacunes (Hadjidakis &

Androulakis 2006).

Lors de la phase de formation osseuse, les ostéoblastes déposent une couche de matrice osseuse non
minéralisée appelée ostéoide, qui sera minéralisée dans un second temps. Les ostéoblastes vont au
fur et a mesure étre piégés dans la matrice minéralisée et devenir des ostéocytes. Au bout de 10 jours
de formation osseuse, environ 70 % de la minéralisation finale de cette partie d’os est réalisée et elle

se poursuit pendant plusieurs mois.

Les ostéoblastes et les ostéoclastes travaillent donc de maniére synchronisée, respectivement dans la
formation et la résorption osseuse. lls s’organisent en unités fonctionnelles de remodelage ou « Basic
Multicellular Units » (BMU) (Figure 22B) et sont accompagnés d'un apport sanguin et de tissu
conjonctif de soutien (Jilka 2003). Les BMU forment et remplissent des tunnels a travers |'os cortical et
I'os trabéculaire. Les ostéoclastes se trouvent a l'avant, formant le cone de résorption des BMU
trabéculaires, avec des ostéoblastes derriere formant le cone de fermeture. La BMU peut se déplacer
dans les trois axes dans les BMU corticales, et dans les deux axes dans les BMU trabéculaires, étant

donné qu'’ils se trouvent a la surface osseuse.

L’équilibre entre la création et la dégradation osseuse doit étre finement régulé tout au long de ce
processus. S'il n’est plus respecté, des états pathologiques apparaissent. A titre d’exemple, 'excés de
formation osseuse peut induire des pathologies telles que des ostéopétroses, alors que I'excés de

dégradation osseuse peut provoquer de I'ostéoporose.

Cette activité de remodelage osseux intervient également dans le cas de la réparation de fractures

osseuses de petit volume. Cette partie sera développée dans le paragraphe suivant.
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Il Stratégies de réparation osseuse.
L'os est capable de se réparer naturellement aprés des lésions de petit volume, mais dans le cas de
physiopathologies osseuses (traumatismes séveres, infections, sarcomes, chirurgie réparatrice), ou
encore lorsque le volume de la |ésion osseuse est de taille critique, une réparation totale de la Iésion

n’est pas possible.

En 2019, 178 millions de fractures osseuses ont été dénombrées dans le monde, et 455 millions de
personnes souffraient de pathologies associées a une mauvaise réparation osseuse (Wu et al. 2021).
Compte tenu du vieillissement de la population, la prise en charge des traumatismes osseux est ainsi

devenue un enjeu majeur de santé publique.

2.1. Incidence des fractures osseuses.
L'incidence des fractures osseuses augmente avec le vieillissement de la population, et touche plus
particulierement les femmes ménopausées de plus de 50 ans. L'cestrogene est le principal régulateur
hormonal du métabolisme osseu, il permet d’inhiber le remodelage et la résorption osseuse (Khosla
et al. 2012). Or, a la ménopause la production d’cestrogénes diminue de fagon drastique et leur effet
inhibiteur sur les ostéoclastes n’est plus observé. S’ajoute a cela I'ostéoporose qui est une pathologie
osseuse souvent associée a la vieillesse dans laquelle la densité osseuse est diminuée, augmentant de

facto le risque de fractures.

Almigdad et ses collaborateurs (Almigdad et al. 2022) ont comparé les fractures osseuses en fonction
du mécanisme de la blessure, du sexe et de I'age. lls ont montré que ce sont les hommes adultes de
moins de 50 ans qui sont les plus victimes de fractures, celles-ci étant dites de haute énergie car
correspondant dans la majorité des cas a des chutes de hauteurs élevées ou a des accidents de la route.
A contrario, les femmes de plus de cinquante ans sont plus sujettes aux blessures de faible énergie
correspondant a des chutes simples. Ils ont montré que les os les plus fracturés chez les hommes sont
I'omoplate, la clavicule, I'humérus et la diaphyse des os longs. En revanche, les femmes avaient une
fréquence plus élevée de fractures de I'humérus et du fémur. Par ailleurs, le tabagisme, la
consommation excessive d’alcool et I'obésité sont des facteurs aggravant les risques de fractures

(Kaastrup & Grgnbaek 2021).

A ce jour il nexiste pas de définition claire d’un défaut de « taille critique ». Les orthopédistes
considerent un défaut critique comme une fracture qui ne guérirait pas spontanément malgré une
stabilisation chirurgicale. Ces fractures nécessitent la mise en place d’une greffe osseuse (Nauth et al.
2018). En général, on parle de défaut de taille critique lorsqu’une fracture fait environ 2 cm de long

chez 'Homme, ou est supérieure a 50 % de la perte de la circonférence osseuse (Keating et al. 2005).
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Toutefois, ces valeurs dépendent de la localisation anatomique du défaut et de I'état des tissus mous

a la périphérie de la fracture.

2.2. Réparation des fractures osseuses.

2.2.1. Les fractures osseuses.
Une fracture osseuse correspond a une perte de la continuité anatomique de I'os qui se traduit par
une instabilité mécanique. Plus de 1500 types de fractures ont été répertoriées et une classification
selon une nomenclature codée a été adoptée (Miiller et al. 1990). Afin de faciliter la prise en charge,

elles sont classées selon leur localisation et leur morphologie.

Open Transverse Spiral Comminuted Impacted Greenstick Oblique

Figure 23 : Principaux motifs de fractures permettant de les classer (Lecturio 2023).
Les fleches indiquent le sens de la force appliquée amenant a la fracture.

Brievement, les fractures sont essentiellement classées en « fractures fermées » (pas de rupture
cutanée) ou « fractures ouvertes » (rupture cutanée). Les fractures ouvertes sont toujours associées a
des dommages plus importants des tissus mous environnants, y compris au niveau de la membrane
périostée. Le risque d'infection associé est plus élevé, et le développement de pathologies associées a
I'absence de réparation, telles que les pseudarthroses, sont plus importantes dans les fractures

ouvertes.

2.2.2. Réparation des fractures en conditions physiologiques.
La réparation osseuse est influencée par des facteurs mécaniques et biologiques. Elle varie selon la
zone de la fracture et I’age de I'individu. Les fractures en zone métaphysaire, riche en os spongieux, se
consolident plus rapidement que les fractures diaphysaires composées essentiellement d’os cortical.
Chez I'enfant, la consolidation met 6 a 8 semaines, alors qu’elle est plus longue chez I'adulte, de 33 6
mois. En cas d'immobilisation insuffisante, la consolidation de la fracture peut étre retardée. Par
ailleurs, si les fragments osseux sont maintenus écartés I'un de l'autre, la réparation est alors

impossible.

44



Revue de la Littérature

2.2.2.1. La phase inflammatoire - hématome fracturaire.
Un hématome dit fracturaire se développe dans les premiéres 24 h suivant I'apparition d’une fracture
et peut durer jusqu’a 7 jours. Cet hématome est associé a la rupture des vaisseaux sanguins et des
fibres nerveuses provoquant une hémorragie locale. Les cellules endommagées liberent des cytokines.
Les cellules immunitaires (principalement les macrophages) ainsi que des molécules permettant le
recrutement des précurseurs des ostéoclastes vont alors étre mobilisés. Les ostéoclastes vont résorber
I’os afin d’aplanir les extrémités osseuses fracturées et un tissu fibrovasculaire de type granuleux va se

former.

‘\
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Figure 24 : Principales étapes de la réparation des fractures (Li, Kacena, et al. 2019).
Etape 1 : Aprés une fracture, un hématome se forme suite a la rupture des vaisseaux. Etape 2 : Les cellules
progénitrices du périoste et de la moelle vont se différencier en ostéoblastes. L’environnement au site de fracture
étant hypoxique, les cellules progénitrices subissent une chondrogenése. Etape 3 : Les ostéoblastes forment de I'os
fibreux sur la matrice calcifiée. Etape 4 : Le processus de remodelage se poursuit avec des ostéoclastes et des
ostéoblastes facilitant la conversion de I'os fibreux en os lamellaire. La continuité anatomique est finalement recréée.

2.2.2.2. La phase du cal fibro-cartilagineux — formation de tissu ostéoide.
7 a 15 jours apres la fracture, les chondrocytes synthétisent un tissu fibro-cartilagineux riche en
collagene. Les cellules ostéoinductrices et ostéoformatrices sont alors recrutées vers le jour 15. Les
ostéoblastes, qui ont remplacé les fibroblastes, élaborent une matrice organique appelée substance
ostéoide qui crée un pont autour de la fracture, appelé « cal », qui vient la stabiliser. La substance
ostéoide va peu a peu se minéraliser grace a |’activité des ostéoblastes. Les néo-vaisseaux formés vont

bourgeonner des bords vasculaires vers le centre de la fracture.

2.2.2.3. La phase du cal osseux dur.
La minéralisation du cal se poursuit de 3 semaines a 2 ou 3 mois apreés la fracture jusqu’a envahir la
totalité du cal fibreux. Celui-ci se résorbe, laissant place a un cal osseux qui prend progressivement la

forme initiale de I'os avant la fracture. En situation pathologique (discuté paragraphe 2.3. « Cas des
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fractures non réparées »), le cal osseux ne se résorbe pas. Chez la souris, la réparation compléte d’une
fracture « de fatigue » sur I'ulna a montré que le cal dur était a son épaisseur maximale apres 14 aprés

jours. Le suivi par tomographie aux rayons X est présenté Figure 25.

Figure 25 : Suivi de la réparation d’une fracture « de fatigue » chez la souris par micro-CT
(Li, Meyers, et al. 2019).

Des fractures « de fatigue » ont été induites au niveau de I'ulna chez des souris, et la reconstruction osseuse a été
suivie par micro-CT. (A) Les reconstructions 3D micro-CT d’une fracture a jour 7. (B) Suivi de la réparation de fracture
du jour 1 au jour 56, (C) images en coupe coronale et (D) coupes axiales illustrent la chronologie normale de la
guérison des fractures de stress sur une période de 56 jours. Barre d’échelle : A et B =500 um, Cet D =1 mm. Les
pointes de fleche indiquent les sites de fracture.

2.2.2.4. La phase de remodelage dans un os néoformé.
Progressivement, I'intégrité tissulaire est retrouvée grace a la formation du cal osseux. Le tissu osseux
primaire est remplacé par du tissu osseux secondaire lamellaire. Le remodelage final redonne a I'os sa
forme et ses propriétés avec un réseau vasculaire et nerveux fonctionnel. Cette étape est longue et

peut durer de 1 a4 ans.

Bien que pendant de nombreuses années I'immobilisation des os apres une fracture ait été privilégiée,
de plus en plus d’études montrent que la stimulation mécanique permet d’améliorer la reconstruction
osseuse. En effet, il a été montré que les contraintes mécaniques sont nécessaires a la réparation
osseuse en permettant la stimulation de I'ostéoformation. A contrario et a titre d’exemple, I'absence
de contraintes lors de la perte de dents entraine une résorption osseuse de l'os alvéolaire

correspondant a un tiers du volume de la paroi osseuse (Nevins & Mellonig 1994).

2.2.3. Rdle de I'innervation dans la réparation des fractures.
Suite a une fracture osseuse, une germination nerveuse est observée (Figure 26A), y compris dans des

zones peu innervées en conditions physiologiques.
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Dés la phase inflammatoire, une expression accrue de « nerve growth factor » (NGF) dans le cal a été
observée, ce qui entraine une douleur osseuse. Le pic d’expression de NGF, majoritairement exprimé
par les ostéoblastes, a été retrouvé au jour 3 suivant la fracture (Li, Meyers, et al. 2019). L’application
du NGF de maniére topique dans un défaut osseux permet une surexpression de VEGF, démontrant

que le NGF favorise I'angiogenéese (Chen et al. 2015).

Le NGF va également favoriser la croissance des fibres nerveuses CGRP* et TH* (Figure 26 B). Il a été
montré que le CGRP joue un réle essentiel dans la réparation osseuse. En son absence, la régénération
osseuse est altérée : le nombre d'ostéoblastes est réduit et le cal osseux ne se forme pas, ce qui conduit

le plus souvent a une absence d’union des sites fracturaires (Appelt et al. 2020).
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Figure 26 : Implication des nerfs dans la cicatrisation des fractures
(Rajpar & Tomlinson 2022).

(A) La fracture entraine la rupture et le saignement des vaisseaux marqués par un hématome. (B) En phase
inflammatoire, les nerfs sensitifs CGRP* et sympathiques TH* innervent d'abord le cal a partir du périoste. (C) Dans la
phase fibro-vasculaire, la densité nerveuse augmente dans le cal et les nerfs sont étroitement associés aux vaisseaux
incarnés. (D) La formation osseuse est caractérisée par un cal cartilagineux « mou » au site de la Iésion et des
réductions marquées de la densité nerveuse. L'os est remodelé pour retrouver sa structure et sa fonction d'origine.

Les fibres nerveuses sensorielles vont stimuler I'ostéoblastogénese (Figure 26C) mais les messagers
secondaires responsables du recrutement ne sont a ce jour pas encore identifiés. Une fois I'os réparé,

I’expression des neuropeptides diminue et les fibres CGRP* se rétractent (Figure 26D).

L'innervation et le relargage des neuropeptides sont essentiels a la réparation des fractures. Leur
absence conduit a une altération de la formation des cals, a une différenciation diminuée du fibro-

cartilage et a la formation d’un tissu osseux mécaniquement faible (Niedermair et al. 2014). Par
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ailleurs, des travaux ont montré que la SP seule permet une ossification hétérotopique (Tuzmen et al.

2018).

Pour conclure, un modeéle temporel de la réparation des fractures (Figure 27) a été proposé par Li et
ses collaborateurs (Li, Meyers, et al. 2019). Dans un modele murin une fracture « de fatigue » a été
réalisée sur I'ulna, sans induire de rupture nerveuse. Il a été montré que I'innervation précede a la fois
la vascularisation, I'ossification et la minéralisation. Des fibres nerveuses apparaissent dans les zones
de chondrogenése avec un pic au jour 3 post-fracture. Celles-ci vont se rétracter au fur et a mesure de
la réparation osseuse. Cette innervation du site lésé va s’"accompagner de la vascularisation avec un
maximum au 7™ jour. Les ostéoprogéniteurs amenés par la vascularisation vont permettre a la fois
une ossification et une minéralisation de la fracture. Bien que ce modéle ait été établi en absence de
dénervation associé a la fracture, la séquence des événements suite a une étape de dénervation est

probablement identique mais peut étre temporellement retardée.
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Figure 27 : Modeéle schématique de la séquence temporelle des événements apres une

fracture (Li, Meyers, et al. 2019).
Le nombre de jours apres la fracture est représenté sur I'axe des x et I'activité relative de chaque processus cellulaire
est représentée sur 'axe des y. L'innervation est le premier processus impliqué, les nerfs sensoriels vont guider la
vascularisation, et I'ossification puis la minéralisation vont se mettre en place.

2.3. Cas des fractures non réparées.
Lorsque les fractures ne se réparent pas, elles sont associées a des douleurs intenses, souvent
chroniques. Les lésions nerveuses associées peuvent alors induire des changements de structure de

I'os (Br Med J 1955) conduisant a des pathologies.

2.3.1. Pathologies associées a une réparation insuffisante des fractures.
Une réparation incompléte associée a un défaut de taille critique a pour conséquence d’entrainer la
persistance d’un cal osseux. D’autres complications telles qu'une hémorragie, une thrombose, une
réponse inflammatoire systémique ou une infection peuvent survenir, pouvant aboutir au déces du

patient (Baker et al. 2018).
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Lorsque les extrémités de la fracture ne sont pas unies, des pathologies ostéoarticulaires peuvent
survenir (Figure 28). Les pseudarthroses hypertrophiques sont les plus courantes. Dans ce cas I'apport
sanguin est adéquat mais une formation excessive de cal osseux qui ne se résorbe pas persiste et induit
une instabilité mécanique. Les pseudarthroses oligotrophes sont suffisamment irriguées par le
systéme sanguin mais peu ou pas callosités sont formées. Les pseudarthroses atrophiques ne sont pas
viables en raison d’un faible apport sanguin, et nécessitent une intervention chirurgicale et le recours
a une greffe osseuse. D’autres types de pseudarthroses peuvent se développer comme les

pseudarthroses synoviales caractérisées par un liquide inflammatoire formant une pseudocapsule

synoviale.
Hypertrophic Oligotrophic Atrophic Synovial Pseudarthrosis
N U Sealed off
medullary
Elephant /] N Horse ) canal

——Synovial fluid—

N

foot —= hoof ﬂ 2 \

Pseudocapsule

S

Figure 28 : Pathologies associées a des fractures non réparées, adaptée de Brinker and
O’connor 2007.

2.3.2. Inflammation chronique au site de fracture non réparé.
En cas de fracture osseuse non réparée, une inflammation chronique peut apparaitre. Chartier et ses
collaborateurs (Chartier et al. 2014) ont montré que chez des souris présentant des fractures non
cicatrisées, on observe une germination exubérante des nerfs sensoriels et sympathiques, une
augmentation de la densité des fibres nerveuses et la formation de structures ressemblant a des

névromes (compression des nerfs) au site de la fracture (Figure 29).
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Figure 29 : Expansion des fibres nerveuses sensorielles (1) et sympathiques (2) dans des

fractures non réparées (Chartier et al. 2014).
Pour analyser le remodelage des fibres nerveuses lors des lésions osseuses, des fractures fermées du fémur ont été
réalisées sur des souris males adultes, et des broches intramédullaires ont été insérées (réparation orthopédique). Le
groupe controéle, dit naif, n’a pas subi de fractures (A et B). A 90 jours post-opération les fractures n’ont pas été
réparées (C et D) et des analyses histologiques ont été réalisées. Immunomarquage du CGRP pour les nerfs sensoriels
(rouge) et tyrosine hydroxylase (TH en jaune) pour le nerf sympathique. Marquage des noyaux cellulaire par le DAPI
(bleu). Echelle = 20 um.

Il semblerait que ce soit le CGRP, en tant que neurotransmetteur clé dans la transmission de la douleur,
dans la sensibilité a la douleur, et dans l'inflammation (Russell et al. 2014), qui joue un réle central
dans ces mécanismes. A I'aide de modéles de culture in vitro, il a été montré que le CGRP augmente la
prolifération et réduit I'apoptose des cellules ostéoprogénitrices (Mrak et al. 2010). Il permet de

stimuler I'expression des marqueurs ostéogéniques et I'activité des ostéoblastes.

L'effet de la supplémentation locale en CGRP pour la régénération osseuse dans un modéle
d’ostéogenése par distraction chez le rat a été étudié par Xu et ses collaborateurs (Xu et al. 2020). Ils
ont émis I'hypothése que le CGRP améliorerait I'angiogenése dans le comblement osseux en ciblant
les cellules progénitrices endothéliales. lls ont montré que I'administration locale de CGRP permet
d’augmenter la population de cellules progénitrices endothéliales, de stimuler la formation de

vaisseaux et d’améliorer la régénération osseuse.

Néanmoins, ces facteurs neurotrophiques administrés localement sur les sites |ésés peuvent
également étre véhiculés par différents types de vecteurs dont les biomatériaux ou les « substituts
osseux ». Le développement de ces substituts reste un véritable défi en bioingénierie et a, depuis de
nombreuses années, suscité d’'importants travaux associant la chimie des matériaux et la biologie du

vivant.
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Il Les substituts pour la réparation osseuse.
Nous avons montré que les pertes massives de tissu osseux ne peuvent pas étre réparées sans avoir
recours a des greffes osseuses ou a 'utilisation de substituts. Les greffons peuvent provenir du patient

(autogreffe), d’un autre patient (allogreffe), d’animaux (xénogreffe), ou étre d’origine synthétique.

Néanmoins, la quantité d’os disponibles reste limitée pour les autogreffes, et des risques
immunologiques sont associés aux allo et xénogreffes. Ces limites ont conduit au développement de

nombreux substituts pour pallier ces inconvénients.

Il existe de nombreux matériaux développés pour la réparation osseuse, et ceux-ci permettent
d’améliorer la qualité de vie de millions de patients. Les matériaux utilisés pour le comblement osseux

doivent répondre a un cahier des charges trés précis et qui sera développé dans le paragraphe 3.2.1.

3.1. Les greffes osseuses.

3.1.1. Les greffes osseuses autologues.
Le greffon osseux autogéne provient du patient lui-méme. La premiére greffe osseuse autogene
documentée date de 1821, et a été réalisée par Philip von Walter. Ce type de greffon a 'avantage
d’étre ostéogénique, ostéoinducteur et ostéoconducteur. C’est la technique de référence lorsque le
prélevement est possible. Toutefois ce type de greffon a le désavantage de nécessiter deux
interventions chirurgicales, I'une au site de prélévement et la seconde au site receveur. Par ailleurs, le

greffon doit étre prélevé le jour de I'intervention dans des conditions stériles.

Figure 30 : Principaux sites de préléevements d’os autogénes, adapté de Ernenwein 2012.
La région molaire, la symphyse mentonniére et |'os de la créte iliaque sont les parties d’os les plus utilisées pour les
autogreffes et sont représentées en bleu.

Plusieurs sites de prélevement sont possibles. Selon les applications cliniques ciblées, les principaux
sont la région molaire ou la symphyse mentonniére dans la mandibule, au niveau de I'os cranien
pariétal, ou encore de la créte iliaque (Figure 30). Les greffes autogénes sont plébiscitées par I'absence
de risque de réactions croisées ou de rejet étant donné que le greffon a la méme origine que le site

receveur.
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Figure 31 : Récupération d’un greffon autologue dans la mandibule (Seban 2008).
(A) Site donneur apres prélevement d’os mandibulaire. (B) Monobloc osseux mandibulaire cortico-spongieux. (C) L'os
mandibulaire est broyé avant d’étre appliqué comme greffon.

Al'heure actuelle, I'autogreffe est essentiellement utilisée pour des réparations osseuses en chirurgie
maxillofaciale, pour combler le manque d'os alvéolaire suite aux extractions dentaires. La qualité de
I'os prélevé peut étre altérée avec I'age du patient, notamment s’il souffre d’ostéoporose, ce qui est

une autre limite de cette stratégie.

3.1.2. Les greffes osseuses allogéniques.
Les greffons allogéniques sont prélevés chez un autre individu de la méme espece. lls sont
principalement ostéoconducteurs. Une fois prélevé sur un donneur, I’os va subir des traitements visant
a garantir sa biocompatibilité et la sécurité du patient. Ces greffes qui proviennent de banques d’os

allogéniques peuvent étre sous forme de particules ou de blocs.

En France, il existe des banques de tissus osseux (BIOBank) dans lesquelles les greffons osseux
allogéniques sont cryoconservés jusqu’a utilisation. Ces greffons sont essentiellement issus des tétes
fémorales prélevées sur des patients bénéficiant d’une arthroplastie de la hanche. Pour éviter tout
risque de rejet des greffons, les os doivent subir des séries de traitements. Dés la fin des années 80 des
méthodes de dévitalisation ont été développées, et un solvant organique fort (chloroforme ou
acétone) est utilisé pour dégraisser le tissu osseux spongieux contenant des adipocytes, qui

représentent jusqu’a 60 % en masse d’une téte fémorale une fois le cartilage éliminé.

3.1.3. Les greffes osseuses xénogéniques.
Les greffons xénogéniques proviennent d’une espéce différente de celle du receveur. lls sont en tres
grande majorité d’origine animale, notamment d’origine bovine. Comme I'os allogéne, il subit des
traitements pour ne garder que la trame minérale et le rendre biocompatible, lui conférant ses
propriétés ostéoconductrices. Le traitement des os bovins, essentiellement obtenus des carcasses,

nécessite en particulier une décellularisation.
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Un tel type de greffon n’a alors que peu d’avantages par rapport a un produit synthétique. Face a ces
principales limites, le développement de biomatériaux / substituts innovants peut alors offrir des

nouvelles stratégies thérapeutiques.

3.2. Les matériaux pour 'ingénierie du tissu osseux.
De nombreux matériaux de comblement ont été développés pour pallier le manque de tissu osseux
disponible pour les greffes. Ces matériaux peuvent étre disponibles en grande quantité et sont préts a
I’emploi. Ils doivent étre facilement manipulables et répondre aux propriétés mécaniques du site a
réparer. Ces matériaux cherchent a mimer le tissu osseux en s’inspirant de la phase organique de I'os
(30 a 40 % du poids sec) et/ou de la phase minérale sous forme de phosphate de calcium apatitique

(60 a 70 % du poids sec).

Materials Advantages Disadvantages
Natural Collagen Osteocompatible, easily embedded into the tissue matrix Low mechanical strength, adverse
polymers immunological response

Gelatin Versatile and relatively low cost, porous structure of Poor mechanical properties

gelatin scaffolds can be easily tailored

Chitosan Biodegradation rate can be tailored by the amount of Poor mechanical properties
residual acetyl content, chemical modifications of chitosan
adjust physical properties, antimicrobial activity

Hyaluronic acid Easy chemical modification, non-antigenic, injectable Rapid degradation
Agarose Osteoconductive, hemostatic, injectable Poor mechanical properties
Alginate Wide range of gelling, biocompatibility, easy chemical Purification needed to remove possible
modifications mitogenic, cytotoxic and apoptosis-
inducing impurities
Synthetic Polylactic acid (PLA) Good processability, cost-effective Hydrophobic, slow degradation
polymers

Poly-E-caprolactone (PCL)  Very good processability, inexpensive, easily blended with Slow degradation
other polymers
Polyurethane (PU) Excellent mechanical properties Precursors have to be accurately chosen
to obtain PU with low-toxicity
degradation products

Bioceramics Bioactive glasses Bioactive, improve cell differentiation Brittle
Hydroxyapatite (HA) Bioactive, non-inflammatory Slow degradation, brittle
Tricalcium phosphate (TCP) Osteoconductive, support of osteogenic differentiation Slow degradation, Brittle
in vivo
Metals Magnesium alloys Osteogenesis enhancement, immunomodulation, Corrosion by-products (H, production,
angiogenesis alkalinization)

Tableau 1 : Principaux matériaux utilisés pour la réparation osseuse (Mochi et al. 2022).

Les premiers biomatériaux ont été utilisés dans les années 1950, et sont décrits comme des
biomatériaux de premiere génération. lls ont été sélectionnés en priorité pour leurs propriétés
physiques. Ces derniers avaient pour unique vocation de remplacer les tissus endommagés. lls

devaient donc étre bioinertes, et devaient susciter le moins de réactions possibles de I'hote.

Puis, les biomatériaux de deuxieme génération visaient a créer une réponse controlée des tissus dans

lesquels ils avaient été implantés (résorbabilité, délivrance de médicaments...).

Enfin, I'ingénierie tissulaire s’est développée. Cette stratégie a été décrite pour la premiére fois par
Fung en 1985. L'ingénierie tissulaire a ensuite été définie par Nerem et Sambanis (Nerem & Sambanis
1995) comme « L’ensemble des techniques et des méthodes s’inspirant des principes de I'ingénierie et

des sciences de la vie, utilisées pour développer des substituts biologiques pouvant restaurer, maintenir
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ou améliorer les fonctions des tissus ». Son objectif est de restaurer la fonction des tissus endommagés,

offrant une alternative thérapeutique aux greffes osseuses.

Ces produits d’ingénierie tissulaire ont donc pour but d’imiter les propriétés physiques et biochimiques

du tissu sain et de fournir un environnement tridimensionnel (3D) favorable a Il'adhésion, la

prolifération et la différenciation cellulaire, et rétablir ainsi la fonction physiologique d'un tissu.

3.2.1. Cahier des charges d’un biomatériau.
Comme précédemment cité, les biomatériaux développés doivent répondre a un cahier des charges
strict (Figure 32), dont le cadre est donné par la norme ISO 10993-6. Dans cette norme, les effets avant
et apres implantation de biomatériaux doivent étre évalués. Les biomatériaux doivent fournir un
environnement 3D favorable a la prolifération cellulaire et/ou a la différenciation vers le lignage
d’intérét. Pour cela ils doivent étre poreux afin de favoriser la migration cellulaire et la diffusion des
molécules et des nutriments nécessaires a la survie cellulaire. Les biomatériaux doivent étre
biocompatibles, c’est-a-dire ne pas induire de réponses inflammatoires ou allergiques induisant le
rejet, voire la nécrose du matériau et du tissu environnant. Par ailleurs, le matériau doit pouvoir
s’intégrer parfaitement dans les tissus environnants pour offrir une bonne interface. lls doivent étre a
la fois biodégradables pour laisser place au tissu de remplacement, tout en étant résistants aux
contraintes mécaniques. De plus, le matériau doit pouvoir étre stérilisé avant utilisation par le clinicien,

afin d’éviter le risque d’infection.

Pour la réparation osseuse, le matériau peut étre en plus ostéoconducteur, c’est-a-dire qu’il sert de
support a la réparation osseuse en favorisant I'adhésion des ostéoblastes. Le matériau peut aussi étre
ostéoinducteur, ce qui signifie qu’il va pouvoir recruter localement des cellules mésenchymateuses

indifférenciées et induire leur différenciation en cellules ostéocompétentes.

La biocompatibilité est une propriété essentielle de tout biomatériau, car ce dernier doit interagir avec
I’organisme et remplir sa fonction sans provoquer de réponses immunitaires. Williams (Williams 2008)
a défini la biocompatibilité comme étant la « capacité d'un biomatériau a remplir sa fonction souhaitée
par rapport a une thérapie médicale, sans provoquer d'effets locaux ou systémiques indésirables chez
le receveur ou le bénéficiaire de cette thérapie, mais en générant la réponse cellulaire ou tissulaire
bénéfique la plus appropriée dans cette situation spécifique, ainsi que I'optimisation des performances

cliniquement pertinentes de cette thérapie ».
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Figure 32 : Cahier des charges d’un biomatériau idéal, adapté de (site Inserm 2017).

Pour développer un biomatériau possédant une structure favorable a la prolifération et la survie
cellulaire, deux criteres sont essentiels: sa composition chimique et ses caractéristiques
morphologiques. Une architecture favorable, en particulier la topographie du matériau, controle les
mécanismes liés a la réparation osseuse (Belaud et al. 2018). En effet, les cellules sont
mécanosensibles, c’est-a-dire que leur comportement va s’adapter a la surface a laquelle elles sont
confrontées. Bigerelle et ses collaborateurs (Bigerelle et al. 2011) ont montré que les MSCs répondent
différemment selon la rugosité de la surface des matériaux, étant essentiellement sensibles aux

rugosités nanométriques.

La porosité, qui influe sur les propriétés mécaniques du matériau, joue aussi un réle majeur dans
I'invasion cellulaire. Les pores doivent étre interconnectés, avec des dimensions adaptées pour
favoriser la pénétration cellulaire et la circulation de I'oxygéne et des nutriments présents dans les
fluides biologiques. L’environnement doit étre interconnecté (Li et al. 2001; Tibbitt & Anseth 2009)
pour permettre ces échanges de molécules et des facteurs de signalisation dans l'intégralité du
matériau. La taille minimale des pores décrite dans la littérature pour satisfaire I'ostéogenese est
comprise entre 75 et 100 um (Marrella et al. 2018; Razavi et al. 2019), alors qu’un diamétre de pore

trop important peut ne pas favoriser I'adhérence cellulaire.

3.2.2. Les matériaux utilisés en réparation osseuse.
Quelgues matériaux utilisés pour la réparation osseuse sont décrits dans les parties suivantes. Bien
gu’ils soient présentés de maniere individuelle, les stratégies actuelles visent a les combiner afin de

bénéficier des avantages de chacun.
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3.2.2.1. Les céramiques : exemple des apatites carbonatées.
La partie minérale de I'os peut étre mimée par les céramiques phosphocalciques (CaP), qui sont
proches de la composition de la phase inorganique de I'os. L’hydroxyapatite, le phosphate de calcium
tricalcique (B-TCP), et des mélanges d’hydroxyapatite / B-TCP en proportions variables sont les plus
couramment utilisés en chirurgie orthopédique. Ces phosphates de calcium se présentent sous forme
de blocs ou de granules. lls sont fabriqués a partir d’une poudre mise en forme a froid puis chauffée

en dessous du point de fusion, entrafnant une consolidation de la structure.

Il a été montré que les CaP permettent I'adhérence des ostéoblastes, leur prolifération ainsi que leur
différenciation. Une fois différenciées ces cellules produisent leur propre MEC composée

essentiellement de collagene de type I.

Eléments (% m.) Email | Dentine Os compact HA B-TCP
(CalP) 1,620 1,590 1,610 1,667 1,5
Calcium 36,1 35,0 35,5 39,89 38,76
Phosphore 17,3 171 17,1 18,499 19,97
Dioxyde de carbone 3,0 4,0 44 - -
Magnésium 0,5 1,2 0,9 - -
Sodium 0,2 0,2 1,1 - -
Potassium 0,3 0,07 0,1 - -
Chlore 0,3 0,03 0,1 - -
Fluor 0,016 0,017 0,015 - -
Soufre 0,1 0,2 0,6 - -
Zinc 0,016 0,018 - - -
Silicium 0,03 - 0,04 - -

Tableau 2 : Composition chimique des constituants minéraux présents dans les tissus
calcifiés, le HA et le B-TCP (Montel et al. 1980).

Les données sont présentées en pourcentage massique et le rapport atomique Ca/P permet la caractérisation des
phosphates de calcium.

Deux grandes voies de synthese permettent d’obtenir I’'HA et le B-TCP. La premiére est la voie dite
« humide » a basse température (précipitation, traitement hydrothermique et hydrolyse d'autres
phosphates de calcium), et la seconde, appelée voie solide ou voie « séche », se fait a haute
température (Aoki et al. 1976). La méthode de synthése la plus répandue est la voie humide car elle
permet d’obtenir une poudre plus fine et plus réactive, a un colt énergique plus faible. L’'HA et le B-
TCP peuvent étre synthétisés a partir des mémes composés de départ. En faisant varier les parametres
de synthese comme le pH, la température et le rapport atomique Ca/P, on peut déterminer la

composition finale du produit de réaction (Bouler et al. 2000).

D’autres céramiques peuvent étre utilisées, comme les bioverres qui sont des matériaux a base de
silice, de phosphore et de calcium. Ces matériaux ont I'avantage d’étre biocompatibles et d’induire

une cascade de réactions biologiques similaires a celle de la formation de I'os (LeGeros 2008).
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3.2.2.1.1. L'hydroxyapatite (HA).

L'apatite est une famille de minéraux dont la formule de base est Caio(PO4)s(X)2 ol X est
majoritairement soit un groupe hydroxyl (OH), soit un fluor (F) ou un chlorure (Cl). L’hydroxyapatite
est, sur le plan chimique, le phosphate de calcium qui se rapproche le plus de la phase minérale de I'os
(Tableau 2). Les hydroxyapatites stoechiométriques de formule Ca1(PO4)sOH; sont composées a 39,9 %

de Ca, 18,5 % de P et 3,38 % d’OH. Son rapport Ca/P est donc de 1,67.

La plupart des ions présents dans le plasma tels que le carbonate, le magnésium, le sodium et des
éléments tels que fer et le chlore vont pouvoir se retrouver dans la structure des hydroxyapatites
naturelles. Ces substitutions peuvent avoir des répercussions sur la solubilité du composé sans pour
autant en modifier la structure (Hughes 1996). Il a été montré que plus le taux d’ions carbonates est
élevé, plus I’hydroxyapatite est soluble (Hankermeyer et al. 2002). Ces espéces non apatitiques
peuvent toutefois modifier la formation d’HA ainsi que ses propriétés physico-chimiques (Lakhkar et
al. 2013). Elles auraient un réle dans le stockage des ions en vue de leur libération contrélée lors du

remodelage osseux par exemple.
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Figure 33 : Structure de I’hydroxyapatite (Pai et al. 2021).

Le procédé choisi pour la synthese de I'apatite est primordial. Selon le procédé choisi, la morphologie,
la taille, la cristallinité de I’hydroxyapatite seront différentes. L'HA se résorbe lentement lorsqu’elle est
sous forme dense, jusqu’a 3 ans, alors que sous forme de particules elle est plus facilement résorbable

du fait de sa solubilité (Fernandez de Grado et al. 2018).

3.2.2.1.2. Le phosphate de calcium tricalcique (TCP).

Le TCP existe sous différentes formes cristallines. La synthése a moins de 700°C donne le phosphate
tricalcique amorphe (A-TCP). De 700°C a environ 1125°C il se transforme en B-TCP stable, et au-dela
de 1125°C, il se transforme en a-TCP et s’accompagne d’une augmentation de la taille de la maille

cristalline. Le co(t énergétique de la synthése des TCP est donc élevé.
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Le B-TCP de formule Cas(PO4), est la forme la plus utilisée en ingénierie osseuse (Figure 34). Sa
composition chimique est proche de celle de ’HA, et son ratio Ca/P est de 1,5. Sa vitesse de résorption

est de 13 a 20 semaines ce qui est plus rapide que celle de I'HA (Fernandez de Grado et al. 2018).

Figure 34 : Implantation de phosphate de calcium tricalcique granulaire en défaut osseux
alvéolaire (Seban 2008).

Les formes commercialisées les plus répandues sont sous formes de céramiques frittées, de

revétements réalisés sur des céramiques ou sur du métal, ainsi que sous forme de composites.

Il est possible de moduler la vitesse de dégradation des hydroxyapatites en les mélangeant avec du B-
TCP. Plus le rapport B-TCP/ hydroxyapatite est élevé, plus la dissolution est rapide. Un pourcentage de
B-TCP supérieur a 25 % dans les céramiques d’hydroxyapatite assure une bonne intégration dans le
tissu osseux. D’autres facteurs comme la densité, la taille des grains et la porosité des céramiques

peuvent également moduler leur vitesse de résorption.

3.2.2.2. Les métaux.
Les métaux sont les premiers biomatériaux a avoir été utilisés. lls sont surtout employés pour assurer
le maintien des structures osseuses, car ils ont la capacité de supporter des contraintes élevées (Martz
1956). lls sont majoritairement utilisés dans le cas du traitement des prothéses de hanche et du genou,

mais on les retrouve aussi sous forme de plaques et de vis pour aider a la stabilisation des fractures.

Les implants médicaux métalliques sont en réalité des alliages, ce qui signifie qu’ils combinent
différents constituants dont au moins un est un métal. Les métaux les plus retrouvés dans les dispositifs
médicaux sont le fer (Fe), le chrome (Cr), le cobalt (Co), le nickel (Ni), le titane (Ti), le tantale (Ta), le
niobium (Nb), le molybdéne (Mo), et le tungsténe (W). L'inconvénient majeur est qu’ils peuvent étre
tolérés par le corps qu’en petites quantités, car les ions métalliques sont libérés par dissolution
(Arvidson & Wrdblewski 1978). Les ions métalliques dissous forment alors des complexes métallo-
protéiques empéchant le transport des éléments nutritifs, ce qui peut entrainer une lyse des cellules
adjacentes et une dégradation de la matrice extracellulaire. Le processus peut alors aboutir au

descellement de I'implant.
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Ces problémes de corrosion ont conduit au développement des biomatériaux métalliques de seconde
et de troisieme génération. Le plus utilisé est I'acier inoxydable. Ce dernier est composé de fer a plus
de 50 %, d'une faible proportion de carbone (au maximum 1,2 %), ainsi que de chrome (17-18 %) et de
nickel (9-12 %). Le titane et ses alliages sont utilisés principalement en chirurgie orthopédique et

dentaire.

3.2.2.3. Les polymeres synthétiques.
Un polymeére est un matériau formé par un ensemble de macromolécules de méme nature chimique.
Il est issu de I'enchainement covalent d'un grand nombre de motifs ou unités monomériques pouvant
étre identiques ou différents. Les biomatériaux polymériques sont des polymeres organiques
contenant dans leurs chaines des carbones et des hydrogenes. L'enchainement des unités répétitives
peut se faire de facon linéaire (polymeéres linéaires), ou présenter des ramifications aléatoires
(polymeres branchés) ou systématiques et réguliéres (dendrimeéres). Les principaux polymeres utilisés
en réparation osseuse sont I'acide polylactique (PLA), le polycaprolactone (PCL), le polyurethane (PU)

ou encore le polyéthyléne glycol (PEG) (Figure 35).

O

PLA PCL PEG

Figure 35 : Structure chimique des principaux polymeéres utilisés dans les matériaux de
réparation osseuse.

Ils ont été tres étudiés durant les soixante dernieres années du fait de leur faible colt de production,
de la reproductibilité des procédés de fabrication et de leurs propriétés (légereté, résistance a la
dégradation cellulaire et vieillissement chimique). Leur inconvénient majeur est qu’ils sont obtenus
par des procédures de chimie lourde dérivant des ressources pétrochimiques. Du fait des enjeux
environnementaux, I'étude des polymeéres d’origine naturelle ou biosourcés est actuellement en plein

essor.

3.2.2.4. Les polymeres naturels.
Les polymeéres d’origine naturelle les plus utilisés pour la réparation osseuse sont d’origine

polysaccharidique et polypeptidique.

Parmi les polymeéres polysaccharidiques, la cellulose, la chitine, I'acide hyaluronique, le pullulane et le
dextrane sont les plus utilisés. Ce sont des polymeres formés par la condensation d’unités de sucres,

aussi appelés monosaccharides. lls ont I'avantage d’étre disponibles en grandes quantités et a faible
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co(t, et de posséder une grande variété de propriétés et de structures. Actuellement, les stratégies
visent a obtenir les polysaccharides de maniére biosourcée. Prenons I'exemple de la chitine, qui est le
principal constituant des carapaces de crustacés et que I'on retrouve en grande quantité dans les
déchets : par désacétylation il est possible d’obtenir du chitosan (Aranaz et al. 2009), qui reste tres

utilisé en ingénierie tissulaire pour de nombreuses applications.

Les polymeéres polypeptidiques sont des polymeéres d’amino-acides souvent de haut poids moléculaire.
Les plus utilisés sont des protéines humaines comme le collagéne et son homologue la gélatine (Cen
et al. 2008). Le collagene est la protéine la plus abondante dans la MEC des tissus osseux. C'est une
protéine extrémement structurée sous forme de fibres de collagéne, ce qui la rend difficilement
manipulable. Il est alors préférable d’utiliser la gélatine qui est obtenue par dénaturation du collagéne,
et qui peut entrainer une réponse immunitaire moins importante que celle observée avec le collagene
(Lynn et al. 2004). La gélatine utilisée pour former des matériaux est essentiellement d’origine marine

ou bovine (Singh & Dasgupta 2022).

3.2.2.5. Les matériaux composites et multi échelle.
La bioactivité des matériaux peut étre améliorée par plusieurs méthodes dont des modifications
physiques et/ou chimiques. Ces stratégies incluent la modification de la topographie de surface au
niveau micro et nanométrique, des changements de surface, ainsi que des revétements chimiques.
Les modifications inorganiques sont principalement basées sur des revétements de phosphate de
calcium biomimétique, tandis que les modifications organiques font référence a la fonctionnalisation
de matériaux par des (bio)-polymeéres, des peptides et des protéines. Cette partie sera discutée
paragraphe IV. Quoi qu’il en soit, les stratégies actuellement développées se focalisent principalement

sur des biomatériaux composites, associant métaux et/ou céramiques a des polymeéres.

Dans la partie suivante sera discutée la mise en forme de ces matériaux composites de type hydrogels,

lorsqu’ils sont associés a des particules de phosphate de calcium.

3.2.2.5.1. Les hydrogels.

Les hydrogels sont des gels aqueux utilisés en tant que dispositifs médicaux depuis les années 1960,
comme par exemple les lentilles oculaires (Sandt 1960). lls peuvent étre composés de différents
polyméres, associés par réticulation. Ces polymeéres hydrophiles vont absorber et maintenir de trés
grandes quantités d’eau, ou de fluide biologique, sans se dissoudre et sans perdre leur structure. Les
polymeéres vont former un réseau caractérisé par des nceuds. Deux phases distinctes apparaissent
alors : une phase liquide et une phase solide gélifiée. Les connexions qui permettent la formation des
hydrogels peuvent étre soit irréversibles dans le cas de liaisons covalentes, soit réversibles quand elles

sont stabilisées par des liaisons faibles de type hydrogene (Figure 36). Ces hydrogels ont I'avantage
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d’avoir une structure similaire a celle de la MEC (Park & Song 2005), ce qui en font des candidats

potentiels pour des applications en ingénierie tissulaire.
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Figure 36 : Schéma représentant les réticulations physiques et chimiques, le type de liaisons
créées (A), ainsi que les principales technigues de réticulation utilisées (B) (Bhattacharjee
and Ahearne, 2021).

3.2.2.5.1.1. Les hydrogels physiques.

Le processus de formation des hydrogels physiques est réversible. Ces hydrogels sont formés par des
interactions faibles de type liaison hydrogene, interaction hydrophobe ou de Van der Waals. Ils sont
donc dépendants de facteurs physiques comme la température, la force ionique, le champ magnétique
ou le pH, ce qui leur a valu d’étre nommé « Smart hydrogels » (Mantha et al. 2019). Il est possible de
faire varier ces facteurs externes, pour continuellement créer et casser les liaisons. Les hydrogels
sensibles a la température ont été les plus étudiés pour des applications in vivo, le but étant gu’ils se
forment a la température corporelle apres injection, ou gu’ils liberent des principes actifs qui leur sont

associés (Koland et al. 2022).
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3.2.2.5.1.2. Les hydrogels chimiques.

Les hydrogels chimiques sont obtenus de maniére irréversible par la formation de liaisons covalentes.
Ceci signifie qu’une fois le gel formé, il est impossible de retourner a I'état initial, et que si les points
de réticulations sont détruits, ils sont non régénérables. Ces hydrogels sont formés par réticulation
grace a des catalyseurs. La réticulation est la réaction chimique qui consiste a former des réseaux de
polymeéres en 3 dimensions a partir de monomeres. Ces hydrogels chimiques sont en général beaucoup
plus résistants du fait de leur insolubilité dans les solvants, contrairement aux hydrogels physiques.
Toutefois des défauts dans la structure du réseau peuvent apparaitre du fait des extrémités des
chaines libres non réticulées, des enchevétrements et des boucles de chaines macromoléculaires qui
ne contribuent pas a I'élasticité du réseau (Figure 37). lIs sont donc plus sensibles a la déformation et

au gonflement que les hydrogels physiques.

Eau

Point de réticulation \\A\A Chaine pendante

Boucle

Chaine de polymeére

Enchevétrement

Figure 37 : Représentation schématique d’un hydrogel chimique de polymére gonflé dans
I’eau, réticulé présentant différents types de défauts structuraux (Macron 2014).
Les chaines de polymeres vont étre réticulées au niveau des points de réticulation ou noeuds. Des défauts dans le
réseau peuvent apparaitre comme les enchevétrements et les boucles. L'espace entre les polyméres est comblé par
de I'eau.

3.2.2.5.1.2.1. Principales techniques de réticulation chimique.

Deux techniques principales permettent d’obtenir des hydrogels chimiques par réticulation. La
premiere est la polymérisation en chaine, la seconde est la polymérisation suivie d’une réticulation.

Cette derniere nécessite que les polymeéres soient préalablement fonctionnalisés.

La polymérisation en chaine est une synthese pour laquelle la croissance d'une chaine polymere résulte
exclusivement d'une ou plusieurs réactions entre le monomeére et le site réactif de la méme chaine de
polymére (Figure 38A). Le ou les sites réactifs sont régénérés a la fin de chaque étape de croissance
(Okawa & Aono 2001). Trois étapes successives ont lieu. L'amorcage de la réaction, suivie de la

propagation des monomeres, puis la terminaison de la réaction. La premiére étape d’amorcage permet
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de créer des sites actifs, qui seront utilisés pour le greffage d’autres monomeres pour former les
chaines de polymeres pendant I'étape de propagation des monomeres. La derniere étape est I'arrét
de la réaction par épuisement des sites actifs. Cette technique permet d’obtenir des liaisons entre les

molécules deés l'initiation de la réaction.

La deuxiéme technique consiste en une polymérisation suivie d’une réticulation des chaines (Figure
38B). Les polymeéres qui formeront la structure des hydrogels sont préparés, puis un agent de
réticulation est ajouté pour permettre la réticulation de I’hydrogel. Cette méthode est largement
utilisée pour obtenir des matériaux a visée médicale, car elle permet d’encapsuler ou d’adsorber des
molécules actives ou des cellules dans I'hydrogel. Pour que la réticulation puisse avoir lieu, les
extrémités des polymeres doivent étre compatibles pour permettre a I'agent réticulant de catalyser la
réaction et de former des liaisons covalentes inter-chaines. La réticulation a alors lieu a la toute

derniére étape.

Figure 38 : Synthése d’hydrogels par polymérisation par réticulation simultanée a partir de
monomeres (A), et par réticulation de chaines polyméres fonctionnalisés (B) (Macron 2014).

3.2.2.5.1.2.2. Les réticulants utilisés.

Différentes molécules de réticulation comme les peptides dicystéine (Lee et al. 2017), le dithiothréitol
(DTT) (Peng et al. 2016; Shu et al. 2002) ou le glutaraldéhyde (Stevens et al. 2002) peuvent étre utilisés.
Les photo-réticulations sont réalisées sous lumiére UV ou visible, en présence d’un photo-initiateur
(Figure 39). Le photo-initiateur est une espece sensible aux rayonnements di a la présence de groupes
chromophores, essentiellement des doubles liaisons. Lors de I'absorption d’un photon, le composé va
se dissocier en groupements radicalaires, ce qui va conduire a la catalyse de la réticulation. Les photo-
initiateurs sont caractérisés par leur capacité a produire des radicaux libres, par un spectre
d'absorption spécifique et un coefficient d'extinction molaire associé, par leur solubilité et leur stabilité

en milieu aqueux.
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Pour des applications en ingénierie tissulaire, le photo-initiateur le plus utilisé est le (1-[4-(2-
hydroxyéthoxy)-phényl]-2-hydroxy-2-méthyl-1-propane-1-one), aussi connu sous le nom d’lrgacure
2959. Il se dissocie en radicaux libres lors d'une irradiation a la lumiere UV via une réaction de clivage

pour former des radicaux benzoyle et cétyle (Liu et al. 2014, p.).

D’autres photo-initiateurs comme le phényl-2,4,6-triméthylbenzoylphosphinate de lithium (LAP) sont
utilisés (Brown et al. 2018). La riboflavine (Hu et al. 2012) et I'éosine-Y (Shih et al. 2017) sont sensibles
a la lumiére visible. lls ont été développés pour réduire les effets nocifs de l'irradiation UV sur les

cellules qui peuvent étre encapsulées dans des matériaux.
Photochemically crosslinking
"¢
» -
* (—) —p

Photoinitiator

O Li
0 O
oM 4
o
LAP

Irgacure 2959
Photoinitiator - - (O 0
Br Br
TOCC, s
HO 0 OH - J
Br Br Ho "
Eosin-Y Riboflavin

Figure 39 : Méthodes de photo-réticulation pour obtenir des hydrogels chimiques et
principaux photo-initiateurs (Nezhad-Mokhtari et al. 2019).

Les enzymes sont d’excellents catalyseurs des réactions biochimiques in vivo et peuvent donc étre
utilisés pour la formation d’hydrogels. Parmi les enzymes les plus utilisés, on peut citer la
transglutaminase, la tyrosinase, la lysyl oxydase et la peroxydase (Nezhad-Mokhtari et al. 2019). La
transglutaminase est une acyl-transférase qui catalyse la formation de liaisons covalentes entre les
groupes amine libres présents sur les résidus de lysine et d’arginine, et le groupe amide des résidus de
glutamine. De nombreuses études ont utilisé cette enzyme pour catalyser la réaction entre la gélatine
et des glycosaminoglycanes (De Colli et al. 2012). Les peroxydases sont des enzymes qui catalysent des
réactions d’oxydo-réduction, en réduisant par exemple un peroxyde pour oxyder un substrat d’intérét,
comme des tyramines (Amini & Nair 2012). Les méthodes enzymatiques sont toutefois colteuses et

plus difficiles a mettre en place dans un procédé industriel.
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3.2.2.5.1.2.3. Réle de la densité de réticulation.
Le degré de réticulation est un parameétre clé qui influe a la fois sur la formation des hydrogels et sur

leurs propriétés finales. Il peut dépendre de la concentration en agent réticulant, de la quantité de

groupes fonctionnalisés et du temps de réticulation.
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Figure 40 : Représentation du degré de réticulation d’un hydrogel.
Une faible réticulation donnera un maillage lache avec moins de noeuds de réticulation. Ceci est propre aux hydrogels
ayant de faibles propriétés mécaniques, et est propice a la diffusion des macromolécules. A contrario, un degré de
réticulation plus important va permettre de mieux structurer I’hydrogel, et pourra permettre par exemple
I'encapsulation de molécules thérapeutiques pour une délivrance mieux controlée.

Chavda et Patel (Chavda & Patel 2011) ont développé des hydrogels a base de polyacrylamides dans
lesquels ils ont fait varier la concentration d'agent réticulant, ici le N,N’-Méthylénebisacrylamide (BIS).
L'augmentation de la concentration en BIS a eu un effet positif sur la stabilité mécanique, mais des
effets négatifs sur le gonflement des hydrogels. En effet, plus la concentration de BIS est élevée, plus
la densité de la réticulation est élevée, et plus la porosité est faible, ce qui peut entrainer une
diminution de I'efficacité de libération de I'agent thérapeutique. A contrario, un matériau plus lache

est plus sensible a la dégradation favorise la libération de molécules.

3.2.3. Mise en forme des matrices composites pour l‘obtention de structures poreuses et
interconnectées.

Dans les paragraphes précédents, les principaux matériaux utilisés pour des applications en réparation

osseuse ont été décrits. Aujourd’hui, ces matériaux sont souvent combinés pour former des matériaux

composites. lls présentent des degrés de complexité plus élevés pour moduler plus finement leurs

caractéristiques physico-chimiques. Cette complexification est nécessaire pour mimer au mieux les

différentes phases du tissu osseux.

De nombreuses techniques sont utilisées pour induire la formation de structures poreuses et
interconnectées telles que I'émulsification (Liu, Rauth, et al. 2007), la lixiviation des porogenes (Wu et
al. 2015), le moussage de gaz (Beskardes et al. 2015), I'électrofilage (Ji et al. 2006) et la

photolitographie (Revzin et al. 2001). Pour des applications en ingénierie tissulaire, ces techniques sont
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aujourd’hui moins utilisées au profit des techniques comme I'impression 3D, la lyophilisation de

cryogels, et le « freeze casting », qui seront discutés dans les parties suivantes.

3.2.3.1. 'impression 3D.
L'impression 3D ou fabrication additive a vu son développement exploser ces dix dernieres années.
Cette technique permet une grande reproductibilité et un contréle précis de la porosité et de
I'interconnectivité des matériaux obtenus. Elle peut également s’adapter a des défauts précis de
différentes tailles et de différentes formes, ce qui permet la création de substituts pour une médecine

personnalisée.
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Figure 41 : Principales techniques d’impression ainsi que leurs avantages et inconvénients
(Zhang et al. 2022).

Pour ce faire, le défaut du patient concerné doit étre scanné afin de connaitre les dimensions
souhaitées. Le matériau va ensuite étre modélisé sur ordinateur avec |'application des parameétres
mesurés. Grace a un logiciel, I'objet va étre traité afin de le découper en différentes couches
nécessaires a sa fabrication. Enfin, une cohésion entre les couches doit étre maintenue pour garantir

I'intégrité du matériau final.

Différentes techniques d’impression existent. Leur utilisation differe selon la mise en forme de la
matiére souhaitée et la nature des matériaux utilisés. Parmi les techniques les plus répandues on note
I'impression par jet de liant (binder jetting), le frittage sélectif par laser (SLS), le dépot de fil fondu

(FDM), la stéréolithographie (SLA), la micro extrusion (3D plotting) et I’electrospinning (Figure 41). En

66



Revue de la Littérature

ce qui concerne la bioimpression, c’est-a-dire I'impression de cellules, la micro extrusion (SSE) et
I'impression assistée par laser sont plébiscitées. Ces techniques nécessitent I'obtention d’une bio-
encre dans laquelle les cellules sont disséminées. Des hydrogels composites peuvent étre obtenus par
I'impression de polymeéres naturels ou synthétiques associés a des céramiques. Pour des stratégies

d’ingénierie tissulaire osseuse, la technique par FDM est la plus utilisée (Babilotte et al. 2019).
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Figure 42 : Impression d’un matériau composite a base de PLGA/HA et évaluation du

potentiel d’ostéo-différenciation (Babilotte 2021).
Des cellules humaines MSCs ont été ensemencées sur des matériaux bioimprimés en PLGA et PLGA-HA a 10%. Un
puits en plastique a été utilisé comme témoin. (A) L'activité de I’ALP a été évaluée par coloration des cellules apres
14 jours de culture, avec ou sans milieu ostéoinducteur (barre d'échelle = 500 um, n = 3). (B) Aprés 21 jours de culture
cellulaire, avec ou sans milieu ostéoinducteur, la minéralisation a été évaluée par coloration au Rouge Alizarine (Barre
d'échelle = 500 um). (C) La coloration issue du Rouge Alizarine a été extraite des matériaux, et le surnageant a été
récupéré pour des mesures d'absorbance a 570 nm afin de quantifier la minéralisation.
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Des études au laboratoire BioTis ont permis la bioimpression d’un échafaudage contenant du PLGA et
de I'HA par FDM (Babilotte et al. 2021). La Figure 42 montre des échafaudages imprimés contenant ou
pas 10 % (m/v) d’HA. Une meilleure résolution a été obtenue pour le matériau contenant de I’'HA. Une
étude in vitro a permis d’analyser le potentiel de stimulation de la différentiation ostéoblastique des
cellules souches mésenchymateuses (MSCs). La culture a été maintenue jusqu’a 21 jours dans un
milieu de base et dans un milieu ostéo-différenciateur. L'activité de I'ALP a été évaluée par coloration
des cellules (Figure 42A). La minéralisation a été évaluée par coloration au Rouge Alizarine (Figure
42B). Une activité plus intense de I'ALP a été observée dans le cas du matériau contenant I'HA ainsi

gu’une minéralisation plus importante (Figure 42C).
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3.2.3.2. « Freeze casting » et cryogels.

3.2.3.2.1. Principe.
Le « freeze casting », connu également sous le nom de «ice-templating », est une méthode

permettant de former des pores en solution en utilisant la cristallisation du solvant. En effet, il est
possible de permettre la structuration des matériaux par le contréle de la croissance des cristaux. Le
terme « freeze casting » est essentiellement utilisé pour la mise en forme de céramiques poreuses,
alors que le terme cryogel est plus employé pour la formation d’hydrogels poreux. Comparativement
a I'impression 3D qui nécessite du matériel particulier comme une imprimante 3D, le freeze casting ne

nécessite pas de matériel supplémentaire, si ce n’est le solvant d’intérét.

Brievement, une solution contenant les réactifs est congelée (Figure 43A). Une diminution de la
température est appliquée jusqu’a dépasser le seuil de cristallisation du solvant. Le solvant va alors
cristalliser et induire une ségrégation de phase ou les solutés vont se retrouver concentrés entre ces
cristaux. Aprés réticulation, les polymeres formeront ainsi les futures parois de la matrice. Apres
sublimation de la glace, une matrice poreuse est obtenue avec des pores ayant la méme morphologie
gue celle des cristaux. Il est ainsi possible de maitriser la morphologie des pores en contrélant la
nucléation et la croissance des cristaux du solvant. L'une des techniques pour maitriser la formation
des cristaux est de moduler la température, et en particulier de créer un gradient de température. Le
temps de cryogélation influe également sur la structure tridimensionnelle des hydrogels (Figure 43B).
Le volume du matériau s’en trouve diminué alors que la porosité et la taille moyenne des pores sont

augmentées (Shiekh et al. 2021).

Les solvants les plus utilisés pour générer des biomatériaux poreux sont le camphre (Kim et al. 2019),
le méthylpropanol et I'eau. Le camphre a une température de cristallisation (T#s) de 180°C, et ses
cristaux forment des pores ayant une morphologie dendritique. Le méthylpropanol a une T de 25°C
et forme des cristaux prismatiques. L'eau a une Tss de 0°C et ses cristaux ont une morphologie
lamellaire. Elle est Le solvant le plus adapté pour la formation de biomatériaux, car elle est abondante,

peu onéreuse et non-toxique, contrairement a certains solvant organiques.
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Figure 43 : Synthése et formation de cryogel (adapté de Shiekh et al., 2021)
(A) Schéma représentant les étapes de cryogélation. (B) Le temps de cryogélation influe sur la structure

tridimensionnelle des hydrogels. Quantification du volume d'objet, de la porosité et de |a taille moyenne des pores
sur des coupes analysées par micro-CT.

3.2.3.2.2. Effet de la lyophilisation sur la structure des biomatériaux.
La lyophilisation est une technique courante pour déshydrater les produits biologiques et chimiques.

Cette déshydratation va permettre d’améliorer la conservation des produits en limitant leur hydrolyse.
Dans cette technique de sublimation, I'eau congelée va passer a I'état gazeux. Ceci est possible grace
a une température suffisamment basse (classiquement -80°C) et une pression diminuée. Deux phases
successives dites de dessication vont avoir lieu. La premiere permet d’éliminer I'eau libre, qui
représente jusqu’a 90% de la quantité d’eau présente dans I’échantillon, et la seconde élimine I'eau
liée au produit par adsorption. La sublimation permet ainsi au solvant de s'évaporer, ce qui va laisser

place a des espaces vides, a I'origine de la porosité des matériaux.

Pour moduler la taille des pores il est possible d’utiliser différents solvants (cf. paragraphe précédent),

de jouer sur la température de la congélation (Bahrami et al. 2017), ainsi que sur la pression utilisée.
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Une congélation rapide (snap freezing, dans de I'azote liquide par exemple) favorise la formation de
petits cristaux de glace, ce qui permet de maintenir la structure du matériau. En revanche, une
congélation lente a température plus élevée (= -20°C) favorise la croissance de plus gros cristaux (30 a

40 pm).

La pression seule peut également influencer la taille des pores. Autissier et ses collaborateurs (Autissier
etal. 2010) ont développé des matériaux a base de polysaccharides (Figure 44) et ont évalué I'influence
de la lyophilisation a 0,1 et 6,5 mbar sur la porosité. lls ont montré que la pression de lyophilisation
module le degré de porosité des matériaux. Les matériaux soumis a une haute pression présentaient
des pores d'un diamétre moyen de 55 = 4 um et une porosité de 33 + 12 %, tandis que les matériaux
soumis a une basse pression possédaient des pores 5 fois plus grands avec un diamétre moyen de 243
1 14 pum, ainsi qu’une porosité plus élevée de 68 + 3 %. Ceci montre que plus la pression appliquée est

faible, plus le matériau sera poreux avec un diameétre des pores plus important.

Without vacuum Under 6.5 mbar Under 0.1 mbar

Figure 44 : Structure des hydrogels par microscopie électronique environnementale (Haut) et
porosité en microscopie confocale (Bas), en fonction des conditions de lyophilisation
(Autissier et al. 2010).

Des hydrogels non poreux contenant du pullulane et du dextrane ont été préparés. Ils ont ensuite été soumis a
différentes pressions de lyophilisation : sous vide, sous 6,5 mbar et sous 0,1 mbar. Les structures microscopiques
(Haut) sont présentées avec une barre d'échelle = 50 um. Les hydrogels observés par microscopie confocale (Bas)

contenaient dans leur structure 1% de FITC avec une barre d'échelle = 200 um.

3.2.3.2.2.  Modulation de la forme et de |'orientation des pores.

Il est possible de réaliser des congélations directionnelles pour permettre la formation de structures
ayant une organisation plus définie. Ces approches ont majoritairement été dévolues a la structuration
de matériaux de type céramiques, mais des applications pour des matériaux polymériques sont

également envisageables (Al-Jawoosh et al., 2018; Algharaibeh et al., 2022).
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Différentes techniques de congélation sont présentées dans la Figure 45. Classiquement la congélation
est unidirectionnelle et aléatoire car une température unique est appliquée. Si deux gradients de
température sont appliqués a I’aide de moules conducteurs, par exemple en téflon, la congélation peut
devenir bidirectionnelle (Bai et al. 2015), et les cristaux vont alors s’aligner verticalement et
horizontalement. La congélation radiale peut étre réalisée a |'aide d'un moule en cuivre, et la solution
ou la suspension va alors étre soumise a deux gradients de température, I'un le long de I'axe Z du
moule et I'autre dans la direction radiale, ce qui entraine I'alignement longitudinal et radial des cristaux
(Su et al. 2019). Enfin, des facteurs externes peuvent également étre appliqués, comme un champ
magnétique en présence de polymére ou de métal ferromagnétique (Niksiar et al. 2019), un champ
électrique, ou des ultrasons. Les différentes morphologies de pores permettent de former des micro-
canaux au sein des matrices, favorisant ainsi la prolifération de cellules endothéliales dans des zones

choisies du matériau (Kdmarainen et al. 2022).

Unidirectional freeze casting Bidirectional freeze casting Radial freeze casting
A B " € D . E F
N s
N _
K, ]
VR = =
M ,-/é/\\\/ 777 ——— v
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Polymer mold
Copper fln};er PDMS wedge Copper mold
Magnetic freeze casting Electric freeze casting Ultrasound freeze casting
G H 1 | K L

Polymer spacer
Piezoelectric ultrasound transducer

Figure 45 : Schémas représentant les techniques de Freeze casting et les microstructures

correspondantes des échafaudages résultants (Shao et al. 2020).

Technique de congélation unidirectionnelle (A et B), bidirectionnelle (C et D), radiale (E et F), magnétique (G et H),
électrique (I et J) et par ultrasons (K et L).
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V. Stratégies d’amélioration des propriétés des biomatériaux.
Bien que les biomatériaux soient de plus en plus élaborés et permettent de favoriser la colonisation
cellulaire in vitro, il est possible d’y associer des protéines, des facteurs de croissance et/ou des
peptides bioactifs qui vont faciliter leur intégration in vivo avec les tissus environnants. Ces stratégies
sont d’autant plus importantes a l'interface biomatériau/milieu biologique pour maintenir des
fonctions cellulaires optimales. L'interface cellule/matériaux associe des processus complexes tels que
I’adsorption de protéines a leur surface, la colonisation cellulaire, la production de différents facteurs

de croissance stimulant le recrutement cellulaire.

Dans certaines conditions, ces procédés peuvent conduire a la formation d’une capsule fibreuse

pouvant entrainer une nécrose cellulaire et tissulaire (Figure 46).

Biomaterial implantation Protein adsorption Cell infiltration (eg. Platelets,
on biomaterial monocytes)

t=0s t=1min t =60 mins
Adhered cells release Recruitment of tissue Fibrous encapsulation
cytokines and chemokines repair cells (eg. and granuloma tissue
Fibroblasts, MSC) formation

t=1-5days t =5-15 days t = 3-4 weeks

Figure 46 : Réponse immunitaire innée naturelle suite a I'implantation d'un biomatériau
(Sridharan et al. 2015).

Rapidement aprés implantation, une couche de protéines du systéme vasculaire environnant s'adsorbe sur la surface
du biomatériau. Cela conduit a l'infiltration et a I'adhérence de cellules telles que les plaquettes, les monocytes et les
macrophages. Ces cellules libérent a leur tour des cytokines et des chimiokines qui recrutent des cellules de
réparation tissulaire tels que les fibroblastes ou les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) vers le site de
I'inflammation. Ces cellules déposent une matrice de collagene et encapsulent le biomatériau dans une couche de
tissu fibreux.

Pour améliorer les propriétés des biomatériaux, des stratégies ont été développées pour offrir un
microenvironnement permettant la croissance et la différenciation cellulaire. Elles visent a mimer la
MEC, qui est composée d'un réseau de protéines fibreuses (tels que collagéne et I’élastine), et la
production d’une matrice composée de laminine, de collagéne et de fibronectine, emprisonnées dans
un réseau de protéoglycanes et glycoprotéines. La MEC fournit un réseau permettant a la fois le
support mécanique et I'ancrage des cellules. Elle a I'avantage de transmettre les forces mécaniques

pour limiter la déformation des tissus.
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Toutes les protéines structurelles de la MEC possedent un ou plusieurs domaines bioactifs qui peuvent
se lier soit aux récepteurs de la surface cellulaire, soit a d'autres protéines structurelles ou de
connexion, soit a des molécules de signalisation telles que des facteurs de croissance, des cytokines,
des chimiokines et des protéases matricielles. Différentes stratégies visent a incorporer ces
composants ou une partie de ces composants de la MEC dans les biomatériaux. lls peuvent étre soit

associés au sein des matrices, soit fixés de maniéere covalente.

Dans les parties suivantes, nous présenterons les procédés visant a incorporer des facteurs de
croissances ainsi que des peptides bioactifs présentant des séquences reconnues par les cellules qui

favorisent la réparation osseuse.

4.1. Facteurs de croissance.
Les facteurs de croissance permettent de stimuler la croissance, la prolifération et la différenciation
cellulaire, en se liant a leurs récepteurs transmembranaires et en transmettant des signaux
intracellulaires qui peuvent stimuler des fonctions cellulaires particuliéres (Figure 47).
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Figure 47 : Facteurs impliqués dans |'ostéogenése (Dhawan et al. 2022).

Les principaux ligands impliqués dans la voie ostéogénique, les kinases de transduction de signal associées, ainsi que
les facteurs de transcription sont mis en évidence. Les régulateurs de la différenciation des ostéoblastes RunX2 et Osx
régulent essentiellement I'ostéogenése en coordination avec d'autres facteurs de transcription, dans ce schéma : la
voie des BMPs, TGF-B, FGF, IGF (facteur de croissance analogue a l'insuline), PTH (hormone parathyroidienne), WNT,
LPS (lipopolysaccharide), ions calcium (CaZ*), FN (fibronectine) et HH (hedgehog). Les principaux transducteurs de
signal en aval comprennent les SMADs, les protéines kinases activées par les mitogénes p38 et ERK, AKT (RAC
sérine/thréonine-protéine kinase ou protéine kinase B), PKC (protéine kinase C), B-caténine, NF-kB (amplificateur de
la chaine légére kappa du facteur nucléaire des lymphocytes B activés), ions Ca?*, protéine associée a oui
(YAP)/tafazzine (TAZ), actine filamenteuse (F) et GLI (oncogénes associés au gliome).

Les facteurs de croissance les plus utilisés pour la réparation osseuse sont les protéines

morphogénétiques osseuses (BMPs), le facteur de croissance transformant (TGF-B), le facteur de
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croissance des fibroblastes (FGF) et le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). lls sont
naturellement présents aux sites de fractures et jouent un réle prépondérant lors de la réparation

osseuse (Figure 47).

4.1.1. Réble des BMP et du FGF dans la formation osseuse.
Il existe une vingtaine de BMPs différentes sécrétées naturellement par les ostéoblastes, dont la
plupart font partie de la famille des protéines TGF-B. Parmi elles, les BMP-2, -4, -5, -6 et -7 ont été
identifiées comme étant impliquées dans la différenciation ostéogénique (Riley et al. 1996). Elles
permettent la différenciation des MSCs en ostéoblastes, favorisant ainsi la formation osseuse. Les
BMP-2 et BMP-7 ont été particulierement étudiées et sont aujourd’hui intégrées dans des dispositifs
de régénération osseuse approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) depuis 2002. Ces

dispositifs sont commercialisés sous les noms de Osigraft® et Inductos®.

Plus spécifiqguement, des modeles in vitro de culture cellulaire ont permis de montrer que I'expression
des marqueurs ostéogéniques tels que Runx2 et I’ALP est augmentée, et que la synthéese de collagene

de type | et d'ostéocalcine est stimulée par la BMP (Liu, Gao, et al. 2007, p.2).

L'utilisation de BMP-2 recombinante est toutefois limitée par sa courte durée de vie. Pour pallier ce
probléeme, de fortes doses sont utilisées dans les applications thérapeutiques en précliniques et
cliniques. En effet, en conditions physiologiques, les facteurs de croissance sont incorporés a I’échelle
du nanogramme par millilitre alors que les études précliniques in vivo montrent une utilisation de ces
facteurs a des concentrations de plusieurs microgrammes par millilitre (Gothard et al. 2014). Ces doses
peuvent provoquer des effets secondaires indésirables tels que le développement de cancers
(Carragee et al. 2013), une minéralisation ectopique, une inflammation et une résorption osseuse
excessive (James et al. 2016). L'utilisation de BMP-2 dans la réparation des fusions antérieures de la
colonne cervicale a notamment provoqué des gonflements anormaux des tissus cervicaux et mous
ainsi qu’une atteinte des voies respiratoires, ce qui a nécessité une réintervention chirurgicale (Fu et
al. 2013). Bien que la BMP ait été approuvée par la FDA pour des applications cliniques, en 2008 une

note a été publiée pour mieux encadrer son utilisation (Daniel G. Schultz 2008).

Moins fréquemment, les FGF ont été utilisés pour améliorer la réparation osseuse. Les membres de
cette famille sont des facteurs de croissance polypeptidiques a chaine unique de 20 a 35 kDa.
L'injection de FGF recombinant dans des fractures du péroné a montré une amélioration de la
réparation osseuse, avec une augmentation du volume et de la teneur en minéraux des cals osseux, et
ce de maniere dose-dépendante (Kawaguchi et al. 1994). Par ailleurs, le FGF permet d’améliorer
I'efficacité de la BMP-2 lorsqu’ils sont associés, et cette synergie permet d’utiliser la BMP-2 a de plus

faibles doses (Kuhn et al. 2021).
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4.1.2. Réle du VEGF dans I'angiogenése.
Lors de l'implantation in vivo d’'un biomatériau, I'un des défis majeurs est de promouvoir la viabilité
des cellules au sein du greffon. Cette viabilité cellulaire dépend de la rapidité a laquelle les vaisseaux
sanguins de I'h6te vont envabhir le greffon. Pour améliorer le développement des vaisseaux sanguins,

des stratégies utilisent le VEGF pour son effet chimio-attractif sur les cellules endothéliales.

Le VEGF est un facteur de croissance majeur spécifique des cellules endothéliales, comme vu dans le
paragraphe 1.3.3. C'est une glycoprotéine dimérique favorisant la prolifération des cellules
endothéliales, mais qui permet aussi de stimuler |'ostéogenése par la régulation des facteurs de
croissance ostéogéniques (Schipani et al. 2009). Le VEGF peut également réguler I'expression des BMP
dans les cellules endothéliales, induisant une différenciation ostéogénique et une minéralisation de la
matrice (Grosso et al. 2017). Ce couplage VEGF/BMP est largement décrit dans la littérature pour son

intérét en ingénierie osseuse.

Toutefois la surexpression du VEGF peut également entrainer une résorption osseuse due a un
recrutement excessif d'ostéoclastes, et affecter directement la différenciation des ostéoblastes
(Helmrich et al. 2013). Il est ainsi nécessaire d’améliorer la disponibilité du VEGF ainsi que sa cinétique

de délivrance au site lésé.

4.1.3. Réble de la semaphorine 3A dans I'innervation.
Nous avons précédemment évoqué le role des neuropeptides libérés par les neurones sensoriels lors
de lésions osseuses, tels que le CGRP ou la SP. Des stratégies utilisant d’autres facteurs
neurotrophiques comme le facteur de croissance NGF ou encore la sémaphorine 3A (Sema3A)

permettraient de stimuler I'innervation pour une réparation osseuse plus efficace.

Hayashi et ses collaborateurs (Hayashi et al. 2012) ont précédemment montré que la Sema3A inhibe
la différenciation des ostéoclastes et favorise la formation osseuse par les ostéoblastes, ce qui en fait
un facteur de choix pour des stratégies de réparation. McCormick et ses collaborateurs (McCormick et
al. 2013) ont montré que les neuropeptides NGF et Sema3A greffés sur un hydrogel de chitosan
permettent d’augmenter la longueur des neurites de neurones issus de DRG (Dorsal Root Ganglia), a
la différence de ces mémes neuropeptides simplement dissous ou adsorbés dans I’hydrogel. Le mode
d’intégration de ces neuropeptides est donc important pour permettre leur reconnaissance par les
cellules (Qasim et al. 2020). Le greffage est a privilégier afin de maintenir les facteurs de croissance

dans leur conformation active.

Pour améliorer I'ostéointégration de matériaux a base de titane, Fang et ses collaborateurs (Fang et
al. 2014) ont réalisé des revétements de Sema3A sur des implants en titane. L'adhésion cellulaire, la

viabilité ou I'arrangement du cytosquelette n’ont pas été modifiés par la présence de Sema3A, alors
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que l'expression des génes ostéogéniques (Runx2, ALP et OCN) a été augmentée, indiquant que

I'incorporation de Sema3A permettait une réparation osseuse plus rapide.

Pour conclure ce paragraphe, bien que l'utilisation de facteurs de croissances ait montré des potentiels
thérapeutiques intéressants, avec notamment une augmentation de 50 a 96 fois de la réparation
osseuse, pour respectivement BMP2 et BMP7 (Gothard et al. 2014), leur utilisation a forte
concentration peut induire des complications graves. Mimer le processus de réparation naturelle en
combinant des facteurs angiogéniques, neuronaux, chondrogéniques et ostéogéniques récapitulant
les sighaux environnementaux natifs, ainsi que le contréle de leur libération séquentielle, permettrait

d’améliorer les stratégies actuelles (Gothard et al. 2014).

4.2. Peptides bioactifs.
Pour apporter des fonctions supplémentaires aux matériaux et aux systemes de délivrance de
principes actifs, il est possible d’incorporer des séquences peptidiques connues pour stimuler des

fonctions spécifiques.

Les peptides courts, inférieurs a 50 acides aminés, sont facilement obtenus par synthése chimique en
phase solide. Ils peuvent également étre obtenus par des techniques plus récentes telle que la ROP
(Ring Opening Polymerisation). Par ailleurs, l'utilisation de séquences peptidiques courtes est
avantageuse comparativement aux protéines entiéres car elles sont plus stables, peuvent étre
facilement synthétisées, et sont moins susceptibles de présenter un fort encombrement stérique

(Hersel et al. 2003).

Les premiers peptides ont été découverts par des méthodes de fragmentation et d'isolement a partir
de produits naturels. Des méthodes plus récentes, comme le criblage a haut débit basé sur I'analyse
de bases de données de protéines, ont permis d’identifier de nouvelles séquences clés, et de

déterminer leurs liaisons a des substrats particuliers tels que les récepteurs cellulaires.

Ces peptides peuvent apporter de la bioactivité aux biomatériaux. Par bioactivité, on entend que le
matériau va permettre d’accélérer des processus de réparation tissulaire, en interagissant directement
avec le tissu cible. Une liste non exhaustive des principaux peptides utilisés en ingénierie osseuse sera

donnée dans les paragraphes suivants.
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4.2.1. Les peptides d’adhésion cellulaire.
Pour améliorer les propriétés a la surface des biomatériaux, et ainsi faciliter leur intégration dans les
tissus périphériques, la premiere étape est de permettre I'adhérence des cellules. L’adhésion cellulaire
comprend I'ensemble des mécanismes qui permettent aux cellules de se lier entre elles ou a des
surfaces. Elle est essentielle a I'intégrité des cellules, a leur communication et leur croissance. Parmi
les molécules d’adhésion, les intégrines ont été particulierement étudiées. Elles interagissent avec les
composants de la MEC comme les laminines, le collagéne ou encore la fibronectine pour permettre
I’'ancrage cellulaire. Des peptides retrouvés sur la séquence de la laminine comme le RGD, IKVAV et

YIGSR sont présentés ci-apres.

4.2.1.1. Le motif RGD.
La séquence de reconnaissance d’adhésion cellulaire la plus utilisée dans les biomatériaux est le motif
RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique), ou parfois le RGDS possédant une serine supplémentaire. Ce
motif est présent dans la plupart des protéines de la MEC telles que la laminine, le collagene, la

sialoprotéine osseuse, la fibronectine et I'ostéopontine (Ruoslahti & Pierschbacher 1987).

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires d'adhésion cellulaire dont I'une des extrémités
interagit avec des protéines de la matrice extracellulaire. Elles dépendent de cette séquence RGD pour
I’'ancrage cellulaire, et la forte affinité des intégrines pour ce tripeptide est due a sa conformation qui
contient une boucle (Ruoslahti 1996). Cette liaison du motif RGD aux intégrines peut faciliter 'ancrage

des cellules sur les biomatériaux.

La reconnaissance de ce motif par les cellules est essentielle. Des travaux ont étudié I'influence de la
longueur du bras espaceur entre I’hydrogel et le peptide RGD sur I'adhésion cellulaire. Lee et ses
collaborateurs (Lee et al. 2016) ont utilisé un revétement hydrogel a base d’alginate pour répartir de
maniere périodique des peptides RGD. Ces peptides ont été disposés en faisant varier la longueur du
bras espaceur entre I’hydrogel et le motif RGD, et en faisant varier la densité d’insertion de ce peptide.
L'adhésion de cellules pré-ostéoblastiques sur ces surfaces a ensuite été évaluée. Lorsque la
concentration en peptides RGD augmente et que le bras espaceur est long, I'adhésion cellulaire est
améliorée. Il semble que plus le bras est long et plus le motif RGD est reconnu par les cellules. Un
espacement de 50 nm entre les points de réticulation de RGD favorise I'étalement et la prolifération

optimale des cellules.

77



Revue de la Littérature

secretion

..............................

........................

Goon  Coom

inactive form

SR LRSI — activation of receptors

A/ B » / \,\ proliferation

cell migration cell spreading gene expression apoptosis

Figure 48 : Schéma de la liaison du peptide RGD a une intégrine et voies de signalisation
pouvant étre activées (Schaffner & Dard 2003).

La conformation de ce peptide a également un role important. Verrier et ses collaborateurs (Verrier et
al. 2002) ont étudié le role de différents peptides contenant le motif RGD sous forme linéaire ou
cyclique dans I'adhésion cellulaire sur des surfaces recouvertes de protéines de la MEC. Le but de cette
étude était d’identifier un candidat peptide capable d'augmenter le potentiel d'adhésion des MSCs a
un substitut osseux tel que le titane pour améliorer son ostéointégration. Les auteurs ont montré que
les peptides RGD cycliques présentent une activité plus élevée par rapport aux peptides RGD linéaires.
Les peptides cycliques ont une structure 3D moins flexible, ce qui leur permet de se lier aux récepteurs

des intégrines avec une plus grande affinité.

4.2.1.2. Les motifs IKVAV et YIGSR.
Les laminines sont des glycoprotéines hétérotrimériques. Elles sont composées par I'assemblage de 3
chaines polypeptidiques nommées a, B et y, qui sont codées par des genes distincts. Elles sont reliées
entre elles par des ponts disulfures. Les laminines ont une morphologie en croix asymétrique avec trois
bras courts et un bras long (Figure 49). Elles possedent des séquences spécifiques permettant
I'adhésion cellulaire, parmi lesquelles le motif RGD précédemment évoqué, le peptide IKVAV
(Isoleucine-Lysine-Valine-Alanine-Valine) et le peptide YIGSR (Tyrosine-Isoleucine-Glycine-Serine-

Arginine).
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Figure 49 : Modeéle représentant la structure en croix de la Laminine 1 (Nomizu 1998).

Les positions des domaines de liaisons aux cellules sont indiquées par des fleches. Les positions des peptides IKVAV
sur la chaine a et YIGSR sur la chaine B sont encadrés.

4.2.1.2.1. Le peptide IKVAV.
Le peptide IKVAV est présent sur la chaine a de la laminine au niveau de I'extrémité C-terminale du

bras long. Il est impliqué dans différentes activités biologiques telles que la promotion de I'adhésion
cellulaire, la croissance des neurites des neurones sensoriels, I'angiogenése, la production de

collagénase IV ou encore la croissance tumorale (Kanemoto et al. 1990; Tashiro et al. 1989).

Le peptide IKVAV est connu pour son role dans la croissance et la prolifération des MSCs en permettant
la transduction du signal par activation des voies MAPK/ERK (Li et al. 2014). Ce peptide est utilisé en
bioingénierie pour sa capacité a faciliter la différenciation des cellules progénitrices neurales en
neurones. Il permet également une croissance améliorée des neurites lorsqu’il est introduit dans des
hydrogels (Silva et al. 2004). Dans cette étude, Silva et ses collaborateurs (Silva et al. 2004) ont étudié
la réponse des cellules progénitrices neuronales murines (NPCs) a des hydrogels autoassemblés a base
de peptide IKVAV, ou a des revétements de laminine et de poly-D-lysine, protéines classiquement
utilisées pour la culture des neurones (Figure 50). En présence d’IKVAV, la quantité de cellules
exprimant la B lll tubuline était significativement plus importante dés le premier jour de culture. Aprées
7 jours, il y avait 2,5 fois plus de cellules exprimant le marqueur neuronal B Il tubuline (Figure 50F) en
présence d’'IKVAV comparativement a ceux qui en étaient dépourvus. Par ailleurs, les neurites étaient

également beaucoup plus longs (Figure 50B et C).
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Figure 50 : Structure d'un hydrogel a base de peptide IKVAV et culture de cellules neuronales

sur ces gels, adapté de Silva et al., 2004.
Des cellules progénitrices neurales murines (NPC) ont été cultivées dans des gels autoassemblés en nanofibres de
peptide IKVAV ou sur des plaques revétues de la laminine ou de la Poly-D-Lysine (PDL) pendant 1 et 7 jours. (B, C, D
et E) Immunocytofluorescence des neurones différenciés marqués pour la B Il tubuline en vert et des astrocytes
marqués pour le GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) en orange. Quantification du nombre de cellules positives pour
la B Ill tubuline (F) et la GFAP (G).

4.2.1.2.1. Le peptide YIGSR.
Il est connu depuis une trentaine d’années que le peptide YIGSR permet I'adhésion cellulaire lorsqu’il

est fixé de maniere covalente a une surface (Sp et al. 1993). Récemment, il a été montré que le peptide
YIGSR interagit avec une protéine membranaire fortement exprimée par les cellules endothéliales.
Cette protéine de 67 kDa est nommée 67LR (67 kDa Laminin Receptor) (Montuori et al., 2016). Ren et
ses collaborateurs (Ren et al., 2014) ont étudié le comportement de migration des cellules
endothéliales (ECs) et des cellules musculaires lisses vasculaires (SMCs) selon un gradient croissant en
YIGSR. La vitesse de migration des ECs a été multipliée par 5 dans le sens du gradient, alors que la
mobilité des SMCs n'a pas été influencée. Ainsi, le peptide YIGSR permettrait un guidage sélectif de la

migration des ECs.

4.2.2. Sites de dégradation reconnus par les métalloprotéinases (MMPs).
Toutes les protéines peuvent étre dégradées par des protéases. Ces protéases sont essentielles au
maintien de I'homéostasie protéique des cellules. Les sites de coupure des protéases ont des
spécificités variables. Il est donc possible d’intégrer des séquences peptidiques de clivage dans un

biomatériau pour en améliorer la dégradation et favoriser I'invasion cellulaire.
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Il est possible de développer des biomatériaux a base de polypeptides sensibles a la protéolyse par
I'incorporation d'une ou plusieurs séquences « substrats » des métalloprotéinases matricielles
(MMPs). Ces enzymes font parties de la famille des MMPs et des collagénases, qui sont associées a la
dégradation de la matrice extracellulaire. Il existe 28 endopeptidases dans cette famille ayant des
spectres protéolytiques assez larges et se recouvrant, ce qui permet la dégradation de I'ensemble des

composants de la MEC.

Les MMPs sont classées selon leur structure en matrilysines (MMP1 et 26), collagénases interstitielles
(MMP1, 8 et 13), stromélysines (MMP3, 10 et 11), gélatinases (MMP2 et 9), et métalloprotéinases
membranaires (MMP14, 15, 16, 17, 24 et 25) (Chantrain & DeClerck 2002). Les MMPs clivent le
collagéne aprés le résidu Gly de la séquence triplet Gly -[lle/Leu]-[Ala/Leu] a une position unique le

long de la chaine peptidique (Xiao et al. 2010) (Figure 51).

763 768 778 783 788
ol (I) GPA-GAO-G -GIA-GQR-GVV-GLO-GQR-GER
o2 (I) GTA-GPO-GTO-GPR-GLL-GAO-GIL-GLO-GSR-GER
ol (I1) GPS-GAE-G -GLA-GQR-GIV-GLO-GQR-GER
ol (III) GAQ-GPO-G -GIA-GIT-GAR- -GPO-GMO

(b) two imino acid triplets two non-imino acid triplets

J\

Figure 51 : Sites de clivage de la collagénase dans les collagénes humains de type | et Il (Xiao

etal. 2010).

Le collagene est constitué de trois chaines hélicoidales qui vont s’enrouler entre elles pour former une super-hélice.
Le triplet contenant la liaison clivable est coloré en rouge. Les résidus conservés dans les deux triplets précédant
immédiatement les sites de clivage sont mis en évidence dans I'encadré.

L'enzyme MMP2 (Matrix Metalloproteinase 2) est aussi connue sous les noms de gélatinase A et de
collagénase IV. Cette enzyme est une endopeptidase ubiquitaire sécrétée au cours de différents
processus tels que le remodelage du systéme vasculaire, I'angiogenese, la réparation tissulaire,
I'invasion tumorale, l'inflammation et la rupture de la plaque d'athérosclérose. Son réle est de
dégrader le collagene dénaturé. Des mutations dans le géne codant pour la MMP2 induisent des
ostéolyses héréditaires, des syndromes de « disparition osseuse » et des arthrites (Martignetti et al.

2001). Son role dans la dégradation de la matrice osseuse est donc primordial.

Il a été montré que la MMP2, produite par les cellules endothéliales, favorise a la fois la migration et
le regroupement des cellules souches nerveuses (Matta et al. 2021). Par ailleurs, les travaux de I'équipe
BIOTIS ont montré que la co-culture de cellules endothéliales avec des neurones sensoriels augmente

significativement la quantité de protéines et I'activité enzymatique de la MMP2 (Leroux et al. 2020).
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Le développement d’un biomatériau favorisant 'adhérence et la prolifération de cellules endothéliales
et de fibres nerveuses pourrait permettre d’augmenter I'activité enzymatique de la MMP2. Chau et
ses collaborateurs (Chau et al. 2008) ont montré que la séquence PVG LIG est clivable par les MMP2
et MMP9 ({ indique le site de coupure). La conformation locale et la dynamique de l'isoleucine jouent

un réle majeur dans la reconnaissance de ce site de clivage (Xiao et al. 2010).
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Figure 52 : Relargage de la méthotrexate libérée a partir de différents conjugués en présence

de MMP2 (A) ou MMP9 (B) (Chau et al. 2004).
Des conjugués MTX-PVGLIG-Dextrane, MTX-GIGVPL-Dextrane (séquence inversée du PVGLIG n’ayant pas de fonction
biologique connue) et MTX-Dextrane ont été synthétisés. Ces conjugués ont été incubés avec 10 nM de I'enzyme
MMP-2 et -9 a 37°C afin d’observer le relargage de MTX, et le MTX libéré a été mesuré. Il était significativement plus
important en présence du site de clivage PVGLIG que celle de son analogue inversé ou en absence de peptide. La
séquence PVGLIG semble plus spécifique de I'enzyme MMP-2 (=90% de relargage) que de la MMP-9 (=60 % de
relargage a 24 h). Le clivage du conjugué par la MMP-2 et -9 dépend de la composition du lieur. MTX = méthotrexate.

4.2.3. Les peptides de nucléation du phosphate de calcium.
L'incorporation d’une composante minérale dans les matériaux, et notamment dans les hydrogels,
peut s’avérer complexe. En effet, les minéraux comme I'HA peuvent sédimenter en solvant aqueux et

donc ne pas se répartir de fagon homogéne dans le biomatériau.

D’un point de vue biochimique, les phosphoprotéines permettent de stabiliser le calcium et d’éviter sa
précipitation. Dans la cavité buccale, la teneur en minéraux des dents est stabilisée par les
phosphoprotéines de la salive, parmi lesquelles les stathérines, les histatines et les protéines acides
riches en proline (PRP) (Zhang et al. 2021). La stathérine salivaire est une phosphoprotéine acide riche
en proline qui lie en particulier les particules d’"HA en favorisant la liaison avec les ions calcium (Bennick

1982).
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Raj et ses collaborateurs (Raj et al. 1992) ont étudié I'affinité de différents peptides issus de la
stathérine pour des particules d’HA. Différents peptides ont été synthétisés chimiquement (Figure
53A). Les 15 premiers acides aminés présents a I'extrémité N-terminale de la stathérine,
DSSEEKFLRRIGRFG sont des résidus chargés négativement. Ce peptide est appelé SN15. La partie
soulignée correspond a la partie permettant I'adsorption des particules d’"HA. Cette séquence est

composée d’acides aminés structurés en hélice a. Les sérines (S, en gras) sont phosphorylées.

Parmi les peptides synthétisés, le peptide SNS15 est identique au peptide SN15 mais les résidus de
sérine le constituant ne sont pas phosphorylées. Le peptide SNA15 correspond a la séquence SN15 ou

les sérines en position 2 et 3 sont remplacées par des acides aspartiques (D).

Le peptide SN11 ne contient pas les 4 premiers acides aminés DSSE. Le fragment SN15 a montré une
adsorption maximale et I’affinité relative la plus élevée pour I’HA par rapport aux autres fragments de

taille similaire (Figure 53B).

Le peptide SNA15, qui présente les résidus aspartate chargés négativement aux positions 2 et 3 a la
place des phosphosérine, présente une affinité similaire a SN15 pour le HA. Les peptides en position

C-terminale ont au contraire une faible affinité.

Ces données suggerent que la densité de charges négatives globales a I'extrémité N-terminale de la
stathérine est importante pour son interaction de surface avec les particules de HA. Une plus grande
affinité avec I’'HA des peptides SN15 et SNA15 a également été constatée comparativement a SNS15

(Luo et al. 2019).

D’autres peptides comme le peptide ID8 ou le P11-4 peuvent servir de nucléation aux particules de
phosphate de calcium. Ces deux peptides sont enrichis en résidus acides favorisant les interactions
avec le calcium. Le peptide ID8 (Li et al. 2022; Li et al. 2020) est composé de 8 acides aminés avec une
alternance d’isoleucine et d’acide aspartique, et s’organise en feuillet B. Le peptide P11-4, de séquence

QQRFEWEFEQQ, permettrait une reminéralisation de I'émail atteint de carie (de Sousa et al. 2019) .

D’autres peptides, tels que le peptide de croissance ostéogénique ALK (ALKRQGRTLYGF) ou encore le
motif d'adhérence cellulaire de l'ostéopontine DGR (DGRGDSVAYG) (Horii et al. 2007) peuvent
également étre utilisés. Toutefois, la combinaison des séquences peptidiques au sein des biomatériaux
n’est pas si aisée. De nombreuses interactions peuvent entrer en jeu et limiter la reconnaissance du
motif par les enzymes ou les cellules cibles. La maniere la plus simple serait de les assembler
linéairement, mais des interactions intermoléculaires peuvent entrer en jeu, comme les forces de

répulsion électrostatiques, les liaisons de Van der Waals, ou les liaisons hydrogénes.
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Figure 53 : Séquences primaires de la stathérine salivaire et des peptides synthétiques

dérivés de la stathérine (Raj et al. 1992).
Les peptides issus de la stathérine ont été synthétisés chimiquement sur une résine en phase solide (A). Le coefficient
d'affinité K (litre.mol) et le nombre maximum de sites d'adsorption N (mol.m-2), calculés en utilisant I'équation de
Langmuir, sont indiqués (B). Statherin = protéine entiere, SN15 = les 15 premiers acides aminés de la statherine
naturelle, SNS15 = résidus sérine non phosphorylé, SNA15 = substitution des phosphosérine en position 2 et 3 par
des aspartate, SN11 = délétion des 4 premiers acides aminés sur le fragment SN15.
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V. Les polypeptides dérivés de I"élastine (ELPs) pour l'ingénierie tissulaire.
5.1. L’élastine naturelle.

5.1.1. Généralités sur I'élastine.
L'élastine est une protéine de la matrice extracellulaire que I'on trouve dans les tissus conjonctifs de la
peau, des ligaments, des vaisseaux sanguins et des poumons (Wise & Weiss 2009). L'élastine confére
a ces tissus les propriétés élastiques nécessaires a leur fonctionnement normal (Kristensen & Karsdal
2016). Les fibres constituées d’élastine sont trés stables, fonctionnellement et structurellement, avec
une demi-vie d'environ 70 ans. L’élastine posséde des domaines hydrophobes constitués de motifs
répétités VPGG, VPGVG et APGVGV (Figure 54). Ces derniers forment des structures secondaires en

coudes-B, tandis que le reste de la protéine est plutdt non structuré.

GVPGAIPGGVPGGVFYPGAGLGALGGGALGPGGKPLKPVPGGLAGAGLGAGLGAFPAVTFPGALVPGGY KAAKAGAGLGGUBGUGGLGVSAGAY
VPQPGAGVKPGKIPGUGLPGVYPGGVLPGARFPGVGVLPGVPTGAGVKPKAPGVGGAFAGIPGV GPFGGPQPGVPLGYPIKAPKLPGGYGLPYTTGKLPYGYG
PGGVAGAAGKAGYPTGTGVGPQAAAAAAAKAAAKFGAGAAGVLPGVGGAGIPGURGAIPGIGGIAGYGTPAAAAAAAAAAKAAKYGAAAGLYPGGPGFGP
PIPV-IPGAAVPGVVSPEAAAKAAAKAAKYGARPGVGVGGIPTYGVGAGGFPGFGVGVGGIPGVAG-G-G
ISPEAQAAAAAKAAKYGAAGAGVLGGLVPGPQAAVPGVPGTGG-TPAAAAAKAAAKAWVGVAPGVGVAPGVGLAPGV
GVAPGVGVAPGVGVAPGIGPGGVAAAAKSAAKVAAKAQLRAAAGLGAGIPGLGVGVGUPGEG\/GAG VGAG AGADEGVRRSLSPELREGDPS
SSQHLPSTPSSPRVPGALAAAKAAKYGAAVPGVL GGLGALGGVGIPGGVVGAGPAAAAAAAKAAAKAAQFGLVGAAGLGGLGVGGL GIPGNIBGL GGIPPAAA
AKAAKYGAAGLGGVLGGAGQFPLGGVAARPGFGLSPIFPGGACLGKACGRKRK

Figure 54 : Structure primaire de I'élastine humaine (Uniprot : P15502).
La séquence primaire de |'élastine humaine révele |'organisation en domaines ordonnés (orange) et désordonnés
(noir). La présence du motif pentapeptidique VPGXG est représenté en - et est le motif constitutif des ELP.

5.1.2.  Synthése de I’élastine et élastogenese.
La formation des fibres d’élastine, connue sous le nom d'élastogenése, commence pendant la
gestation, puis atteint son niveau maximal vers la naissance et se termine dans les premiéeres années
de la vie (Keeley 1979). Dans les tissus adultes, pratiqguement aucune nouvelle fibre d’élastine n'est
formée (Wagenseil & Mecham 2009), a I'exception de I'utérus lors de la gestation (Starcher & Percival
1985). En effet, durant la gestation I'utérus augmente de volume, passant de 50 g a 1,5 kg (Artal-
Mittelmark 2021). Le niveau d’élastine va alors étre augmenté de 300 fois puis se réduire dans les cing
jours suivant I'accouchement (Starcher & Percival 1985). L’élastine n’est pas renouvelée au cours de la
vie et se dégrade durant le vieillissement, ce qui a pour conséquence une moindre élasticité des tissus

ce qui provoque notamment I'apparition des rides sur la peau (Lefevre & Rucker 1980).

La formation de la fibre d’élastine est un processus complexe (Figure 55), comprenant une multitude
d’étapes, dans lesquelles la tropoélastine joue un role clé (Wise & Weiss 2009). Cette molécule est le
précurseur des réseaux d’élastine insolubles. Elle contient principalement des acides aminés non
polaires, disposés alternativement dans des domaines hydrophobes et hydrophiles (Figure 54). Dans

les domaines hydrophobes se trouvent des motifs de séquences répétées qui conferent I'élasticité a la
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protéine et contribuent a la signalisation cellulaire. Les domaines hydrophiles sont riches en lysine et
permettent la réticulation des fibres élastiques. Leur oxydation se fait par les lysyl oxydases qui sont
sécrétées par les cellules épithéliales, permettant la formation des liaisons covalentes entre les chaines
de monomeres. Ces liaisons peuvent étre des liaisons de type allysine aldol, lysinonorleucine,
desmosine et isodesmosine (Schriader et al. 2018). La tropoélastine possede également dans sa
séquence deux cystéines dans la région C-terminale, qui ont pour réle de stabiliser la protéine par des

ponts disulfures inter-chaines (Brown et al. 1992).
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Figure 55 : Synthése de I'élastine (Wang et al. 2019).
(i) Le géne ELN régule la production de tropoélastine dans les cellules élastogenes. (ii) Le précurseur tropoélastine est
sécrété (iii) et s'agrége en assemblage qui reste a la surface de la cellule. (iv) Cet assemblage est recouvert de
microfibrilles. (v) La lysyl oxydase (LOX) est recrutée et va modifier les résidus lysine de la tropoélastine, elle permet
la formation de liaisons intra- et inter-moléculaires nécessaires a la formation des fibres élastiques.

La stabilité structurelle, la résilience élastique, ainsi que la capacité d'auto-assemblage de la
tropoélastine ont fait de cette protéine un candidat de choix pour la fabrication de biopolymeres,

parmi lesquels les polypeptides analogues a I'élastine (ELPs).

5.2. Généralités sur les ELPs.
Les ELPs sont une classe de protéines artificielles dont les séquences sont dérivées du domaine
hydrophobe de la tropoélastine. Cette séquence correspond a la répétition du pentapeptide (VPGXG)n,,
ou X peut étre n'importe quel résidu excepté la proline, et n est le nombre de répétitions. Ainsi, il existe
une multitude d'ELP différant par leurs tailles, leurs compositions, leurs fonctions et leurs assemblages.
Cette variété tant quantitative que qualitative permet une multitude d'applications dans les domaines

biomédicaux.
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Les ELPs sont caractérisés par une température de transition de phase (Tt) ou température de point
trouble (Tcp) : ils sont solubles en solution aqueuse a une température inférieure a la Tt, et forment
des agrégats insolubles au-dessus cette Tt. Cette transition de phase est parfaitement réversible, ce
qui permet aux ELPs de passer d'une phase a l'autre en fonction de la température ; on parle alors de
thermosensibilité. Cette capacité des ELPs a subir une transition de phase inverse réversible a été

exploitée a la fois pour purifier les ELPs recombinants et pour contréler leur auto-assemblage.

5.2.1. Propriétés et structure des ELPs.
Urry et ses collégues (Urry 1997) ont réalisé les premiers travaux sur les polypeptides de type élastine.
Ils ont été les premiers a synthétiser chimiquement différents types d’ELPs. Le poly (GVGVP) ou
(VPGVG) a été étudié de maniere plus approfondie en tant que modeéle simplifié. En effet, les chaines
latérales sont soit simplement I'atome d’hydrogéne (pour la glycine G), soit un groupement aliphatique

(pour la valine V) et sont donc non chargées et non réactives.

5.2.1.1. Propriétés des ELPs.
Le comportement de séparation de phase des ELPs est généralement étudié en mesurant leur
agrégation en fonction de la température de la solution, par des mesures de turbidité sur un

spectrophotometre UV-visible, ou par calorimétrie pour étudier la thermodynamique du processus.

Il a été démontré que les ELPs présentaient une transition de phase inverse. Comme on peut le voir
sur la figure 56, le poly-(GVGVP)2s1 est soluble dans I'eau en dessous de 25°C, mais une élévation de la
température au-dessus de 25°C induit une séparation de phase. La mesure de la turbidité du mélange
eau et (GVGVP) a mis en évidence 'apparition d'agrégats. La température critique, qui caractérise la
transition, correspond a la température pour laquelle on atteint 50 % de la valeur maximale de
turbidimétrie. Les auteurs ont également mis en évidence que cette Tt est localisée, c'est-a-dire que la
transition est située dans la plage de 25 a 37°C, et que la chaleur de la transition est faible (inférieure

a 1 kcal / mole-résidu).

Les ELPs réagissent donc thermiquement et subissent une transition de phase inverse en fonction de
la température. Il a été montré que cette transition est réversible. Au-dessous de cette Tt, les chaines

de polymeres sont hydratées par de I'eau de clathrate et les ELPs sont solubles en solution aqueuse.

Afin de trouver des régles qui régissent les propriétés des ELPs, différents ELPs ont été synthétisés en
modifiant le résidu X dans le poly-(GXGVP) (Figure 56). Plus I'acide aminé a la position X est hydrophobe
plus la Tt est basse (20-25°C), a contrario plus il est hydrophile plus la Tt est élevée (70-80°C). Il a
également été montré que la masse moléculaire de I'ELP influence la Tt : la valeur de la Tt est
inversement proportionnelle au nombre de répétitions pour un pentapeptide donné. De plus, la Tt est

également dépendante de la concentration de I'ELP : plus le mélange est concentré plus elle sera basse.
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Figure 56 : Effet de la modification de I'acide aminé a la position X sur la turbidité (A) et la

température inverse de transition des ELP (B) (Urry 1997).
Les ELP ont été obtenus par synthese chimique, chaque Tt a été mesurée dans une solution saline tamponnée au
phosphate (NaCl 0,15 N et phosphate 0,01 M) afin d'obtenir une échelle d'hydrophobicité globale.

Ceci a pu étre confirmé en montrant que la Tt des ELPs dépend de leur séquence (nature du résidu X),
de leur masse moléculaire et de leur concentration. Un résidu X apolaire (lle, Leu, Phe ou Trp)
augmente I'hydrophobicité globale du polypeptide, ce qui va diminuer la Tt. Inversement, la présence
d’un résidu polaire (Ser, Lys, Asp) va augmenter la Tt. La force ionique de la solution dans laquelle les
ELP sont dissous, ainsi que le pH (si présence de résidus X chargés), peuvent également influencer la

Tt (Dreher et al. 2008).

5.2.1.2. Structure des ELPs.
La structure des ELPs dépend de la température de la solution dans laquelle ils sont dissous. Lorsque
la température est en dessous de la Tt les ELPs n’ont pas de structure secondaire connue (« random

coil »).

Lorsque la température augmente et dépasse la Tt, le polypeptide subit une séparation de phase, ce
qui entraine I"apparition d’une structure en spirale B (Figure 57) et la libération simultanée de
molécules d’eau associées a la chaine de polymére. La présence des prolines impose la formation de

coudes B, avant qu'il y ait un arrangement des structures secondaires en spirales B.
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Figure 57 : Représentation du poly (VPGVG) adoptant une structure en spirale B a des

températures supérieures a la Tt (Urry 1997).
Les répétitions VPGVG forment des B-tours, stabilisés par des liaisons hydrogénes intramoléculaires. Ces demi-tours
s’ordonnent en spirales-B hélicoidales.

5.3. Synthese des ELPs.
La synthése des ELPs se fait généralement par voie recombinante dans un hote hétérologue, le plus
souvent des bactéries ou des cellules eucaryotes. Les ELPs ainsi produits ont une séquence et une
masse moléculaire parfaitement définie, a la différence des polymeéres synthétisés chimiquement. Les
rendements de production sont relativement élevés (0,1 a 1 g/l culture), et leur purification se fait de
maniére simple, via des cycles de température inverse (ITC) sans qu’il soit nécessaire de recourir a des

étapes colteuses de chromatographie.

5.3.1. Synthese des génes d’ELPs.
Les ELPs peuvent étre produits par voie recombinante dans différents hotes, a partir d’'un géne
synthétique. Différents systémes d'expression ont été utilisés pour synthétiser des ELPs : bactérie
(Meyer et al. 2001), levures (Schipperus et al. 2009), plantes (Patel et al. 2007), champignons (Herzog
et al. 1997; Schipperus et al. 2009), et systemes d'expression acellulaire (Chu et al. 2010). Le systeme
le plus utilisé reste la bactérie Escherichia coli, car les polypeptides obtenus ne nécessitent pas de

modifications post-traductionnelles.

Les problémes liés a la construction de souches productrices tiennent principalement a la nature
hautement répétée des séquences codantes. En effet, méme en jouant avec le code génétique et la
fréquence d’utilisation des codons, un géne codant un (VPGXG), contiendra un nombre important de
répétitions. Cela signifie que les méthodes « modernes » de biologie moléculaire pour I'assemblage de
genes, qui reposent sur I'hybridation de séquences chevauchantes multiples par assemblage Gibson
(Gibson et al. 2009) ou I'amplification de séquences par PCR, ne peuvent pas étre utilisées. La synthese
des génes d’ELP nécessitent donc I'utilisation de méthodes spécifiques basées sur l'utilisation

d’enzymes de restriction de type IIS.
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Deux des techniques les plus couramment utilisées pour la construction des genes des ELPs sont la

concatémérisation et la ligature directionnelle récursive.

5.3.2.  Concatémérisation.
La concatémérisation est I'une des méthodes les plus anciennes de production d’une bibliotheque
d’oligomeéres de différentes longueurs (Ben-Porat et al. 1976). Ce processus implique la ligature
successive et simultanée de monomeres d'ADN a extrémités cohésives a I'aide d'une ligase. Cette
méthode est simple et rapide mais il n’est pas possible de bien contréler le degré d’oligomérisation.
Pour assembler des séquences plus longues ou créer des ELPs plus complexes codant pour des
copolymeéres a blocs, Chilkoti et ses colléegues ont donc développé une nouvelle stratégie de clonage,

la ligature directionnelle récursive.

5.3.3. Ligature directionnelle récursive (RDL).
McDaniel et Chilkoti en 2010 (McDaniel et al. 2010) ont créé une méthode de clonage appelée PRe-
RDL ou ligature directionnelle récursive par reconstruction plasmidique. Ce procédé lie deux segments
d'un plasmide parent, chacun contenant une copie de |'oligomére souhaité, pour reconstituer un
plasmide fonctionnel (Figure 58). L'étape de ligature utilise des endonucléases de restriction de type
IIS, compatibles avec toute séquence oligonucléotidique. De plus, |'efficacité du clonage est améliorée

puisqu'un plasmide fonctionnel n'est produit qu'apres une ligature réussie.

ELP
S

g
/ Restriction with 0P £p

eLp RE1 and RE2 \

Restriction with

RE1

Figure 58 : Schéma de la méthode de Ligature Directionnelle Recursive
(Dan E. Meyer et Chilkoti 2010).

Un géne sous forme monomérique (représenté en rouge) est inséré dans un vecteur de clonage. Ce gene contient
deux sites de reconnaissance pour deux endonucléases de restriction différentes, RE1 et RE2, a chaque extrémité des
séquences codantes. (1) Un insert est préparé par digestion du vecteur a la fois avec RE1 et RE2, puis ligaturé dans le
vecteur qui a été linéarisé (2) par digestion avec seulement RE1. Le produit (3) contient deux répétitions en téte du
gene original, les sites RE1 et RE2 sont maintenus uniqguement aux extrémités du gene. Pour avoir des répétitions
supplémentaires, des tours supplémentaires de RDL se font de la méme maniére, en utilisant les produits des tours
précédents comme produits de départ.
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Dans cette technique de PRe-RDL, deux parties aliquotes d'un plasmide sont utilisées comme substrats
pour la réaction, elles sont digérées avec deux endonucléases de restriction de type IIS. Alors que les
deux enzymes ont des séquences de reconnaissance différentes, les chevauchements qu’elles
génerent sont complémentaires. La ligature des deux moitiés du plasmide joint les deux sections des
génes de départ dans une orientation définie et sans ajouter de bases additionnelles. Le squelette
plasmidique n'est reconstruit qu'aprés ligation, garantissant ainsi I'addition des deux séquences
originales dans le géne final. Cette méthode est la méthode préférentielle pour assembler différents

blocs d’ELPs, ainsi que pour ajouter des séquences codantes non-ELPs aux extrémités 5' et 3' des genes.

5.4. Purification des ELPs par cycle de transition inverse (ITC).
Les ELPs, au méme titre que les autres protéines recombinantes, peuvent étre purifiés par des
méthodes de chromatographies classiques, telles que la chromatographie par affinité. Dans ce cas, les
ELP doivent étre fusionnés avec par exemple une étiquette poly-histidine, qui permet de purifier le
polypeptide de fusion par chromatographie Ni-NTA. Bien que la chromatographie par affinité puisse
étre utilisée pour la purification des ELP a I'échelle de laboratoire, il existe une technique beaucoup

plus rapide : le cycle de transition inverse (ITC).

T Ay I
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ELPs purs
Contaminants solubles
OCe
Cyde d’ITC AA Contaminants insolubles

Figure 59 : Schéma représentant la méthode de purification des ELP par la technique d’ITC.
La thermosensibilité intrinséque des ELPs est utilisée pour une purification non chromatographique simple par des
cycles de refroidissement (les monomeres d’ELPs sont alors solubles en solution et récupérés dans les surnageants)
et chauffage (les ELPs vont alors coacerver et culoter).

L'ITC est une méthode de purification qui utilise la propriété de transition de phase inverse des ELPs.

L'ITC offre de nombreux avantages techniques et économiques par rapport aux autres méthodes de
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purification de protéines (Meyer & Chilkoti 1999). Au cours de I'ITC, les ELPs sont isolés du lysat de
cellules bactériennes par une série de centrifugations a chaud (au-dessus de la Tt) et de centrifugations
a froid (en-dessous de la Tt). Lorsqu'une centrifugation a froid est effectuée, les ELPs sont solubilisés
et les impuretés insolubles peuvent étre éliminées dans le culot. Le surnageant contenant les ELPs est
ensuite chauffé au-dessus de la Tt et subit une centrifugation a chaud. Pendant la centrifugation a
chaud, les ELPs se transforment en un agrégat insoluble, ce qui permet d'isoler les ELP des impuretés

solubles qui restent dans le surnageant.

Apres la centrifugation a chaud, le culot contenant les ELPs sera remis en suspension dans un tampon
froid si des cycles supplémentaires d'ITC doivent étre effectués, ou dans de I'eau si le processus d'ITC
est terminé. Il faut généralement plusieurs cycles d'ITC pour purifier les ELPs a un niveau suffisant.
Apres la remise en suspension dans de |'eau désionisée, la solution d’ELPs est dialysée pendant 18 a

24 heures pour éliminer les sels et les agents réducteurs éventuellement présents.

5.5. Immunogénicité des ELPs.
Il existe une grande variété d'ELPs différents, le terme ELP est donc générique. Bien qu’étant composés
de la séquence de base VPGXG, ils different dans leur longueur et dans les acides aminés présents a la
position X. Par ailleurs des séquences supplémentaires sont parfois ajoutées comme des étiquettes

pour la purification, des sites protéolytiques ou des séquences bioactives.

L'élastine naturelle, bien qu’étant tres stable, peut dans certaines circonstances devenir pathologique.
Elle est alors dégradée en peptides hautement immunogenes qui peuvent déclencher une réponse
auto-immune dévastatrice, comme dans la sclérose systémique (Daskalova et al. 1997) ou la dissection
de l'aorte thoracique chez les fumeurs (Gu et al. 2019). Ces pathologies se caractérisent par un taux
plus élevé des enzymes dégradant I’élastine, les métalloprotéinases matricielles 9 et 12 ainsi que
I'élastase neutrophile. L’élastase est exclusivement produite par le pancréas et catalyse I’hydrolyse de

I’élastine par clivage les liaisons -Val-X-, -Ala-X-, -Leu-X-, et Met-X (Esteghamat et al. 2019).
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Antibody Ala-Lys sequences Hydrophobic and other sequences

mAbA21 AAAAVEAAK [74-80, exon 6]
mAb GE1 AAGLGAGIPG [547-534. exon 26]
mAb ATl GLGAGLGA [49-54, exon 5]

LGGVPGVG [87-92, exon 7]
GVVGAGPA [654-639, exons 28-29]
pAbxE(L) AAKAAQFGL [670-676, exon 29] GLGGLGVGG [683—689, exon 30]
GVPGVGGLGG [693-700, exon 30]
PAAAAKAAKYGAAG[705-716, exons 31-32] AAGLGGVLGGAGQFPLGGVAARPGFEGLSP [716-742, exons 32-33]
GGACLGKACG [748-735, exon 36]

GAFPAVTF [35-60. exon 6]

pAb ®E(S) AAAKAMAK [464-469, exon 23] PGVGLAPG [497-502, exon 24]
AAKYGAAV [629-634, exons 27-28]
AAAKAMAK [655-670, exon 29] ACLGKACG [750-755, exon 36]
VGLAPGVG [499-504, exon 24]
AAKAQLRA [339-544, exon 23] PSSSQHLP [605-610, exon 26A]
pAbL83% GVGIPGGVVGAGPA [648-659, exons 28-29]
AKAAQFGL [671-676, exon 29] LGGLGVGG [684-689, exon 30]

PGVGGLGGI [695-701, exon 30]
GGACLGEACG [748-733, exon 36]

AVTFPGAL [59-64. exon 6]
VADAAAAYE [T1-77. exon 6] GAGLGGVP [84-89, exon 7]
pAbLTE VGGLGVSA [93-98, exon 7]
AAGLGGLG [681-686, exon 30]
AAGLGGVL [716-721, exon 32]
GQFPLGGVA [727-733, exons 32-33]
SPIFPGGA [743—748, exon 33]

Tableau 3 : Séquences de la tropoélastine humaine qui réagissent avec les anticorps
(Wei et al. 1998).

Les séquences reconnues sont soulignées : 24 séquences hydrophobes, et 9 séquences riches en Alanine et Lysine
(hydrophiles) qui sont généralement situées dans les zones de réticulation de I’élastine mature. La position de la
séquence dans la molécule de tropoélastine est indiquée entre parenthéses.

Wei et collaborateurs (Wei et al. 1998) ont identifié les épitopes potentiellement immunogenes de la
tropoélastine humaine (Tableau 3). Des tests immunologiques ont été réalisés aprés que les fragments
de la protéine hydrolysée aient été injectés a des lapins et des souris pour obtenir respectivement des
anticorps polyclonaux et monoclonaux. Les épitopes les plus fréquemment reconnus sont des
séquences hydrophobes. Ces mémes anticorps n’ont pas permis la reconnaissance de I'élastine
mature réticulée (Starcher et al. 1999). Par ailleurs, I'un des motifs pentapeptidiques les plus utilisés
dans les ELPs est la séquence VPGVG, elle fait partie des peptides qui induisent une réponse
immunitaire. Il est intéressant de noter que lorsque de petits peptides (GVGVP, VPGVG, VPGG) ont été
utilisés en compétition des séquences de la tropoélastine dans un test ELISA, ils ne sont pas rentrés en
compétition et nont pas empéché la liaison des anticorps. Ces résultats suggérent que seuls des

peptides plus longs contenant ces motifs, tels que LGGVPGVG ou VPGVGGLG par exemple, pourraient

étre immunogenes.

L'ensemble de ces résultats montrent que les formes agrégées d'ELPs, qu’elles soient sous forme de

coacervats ou réticulées, sont moins immunogenes que les formes monomeériques solubles.
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5.6. Modifications chimiosélectives des acides aminés des ELPs.
Les modifications post-traductionnelles (PTM) des protéines (Soffer 1973), impliquent des
modifications chimiques covalentes réalisées par des enzymes pendant ou aprés la synthese des
protéines. On peut avoir ajout ou élimination d’acides aminés ou de peptides, de sucres par
glycosylation (Grebner et al. 1966; Roberts 1960; Spiro et al. 1971), de lipides par acylation (Bizzozero
& Lees 1986; Griffin & Reese 1964) ou myristoylation (Aderem 1988; Shoji & Kubota 1989), ou bien
des maodifications chimiques telles que les phosphorylations, les oxydations (Fiala 1947), les
acétylations (Miller & Great 1972; Saxholm et al. 1982) et les méthylations (Comb et al. 1966; Paik &
Kim 1971; Paik & Kim 1969). Les PTM jouent un rdle crucial dans presque tous les processus cellulaires,
notamment le cycle cellulaire, la dégradation des protéines, I'apoptose, la signalisation cellulaire et la

transcription.

Ces PTM vont induire des modifications de la fonction de la protéine, que ce soit au niveau de son
action, de sa demi-vie (qui peut étre allongée ou diminuée), ou de sa localisation cellulaire (Muller
2018). Afin d’introduire des fonctionnalités supplémentaires, les ELPs peuvent étre modifiés de
maniére chimiosélective au niveau d’un acide aminé d’intérét. Ces modifications font partie de la
« chimie clic », ou click chemistry, qui désigne un ensemble de réactions qui ont |'avantage d’étre
rapides, simples d’utilisation, fonctionnant dans des solvants aqueux, permettant d’obtenir des

rendements de réaction élevés, et qui sont surtout région spécifiques (Hein et al. 2008).

Parmi les vingt acides aminés constitutifs des protéines, cing résidus ont sur leur chaine latérale des
groupes fonctionnels qui peuvent étre utilisés pour des modifications post-traductionnelles sélectives :
la cystéine, la lysine, la tyrosine, le tryptophane et la méthionine. Les extrémités N-terminales sont
composées d’une fonction amine libre (-NH2) au méme titre que la lysine, et elles peuvent donc étre
également modifiées. L'extrémité C-terminale protéique est caractérisée par une fonction carboxyle
portée par le dernier acide aminé de la chaine polypeptidique ; aucune donnée de la littérature ne

montre de modification chimique particuliere de cette extrémité.

5.6.1. Modification de I'extrémité N-terminale et de la lysine.
L'extrémité N-terminale et I'acide aminé lysine sont tous deux composés d’une amine libre. Elles
peuvent étre modifiées en synthése organique par des aldéhydes, des esters de N-hydroxysuccinimide,
des chlorures de sulfonyle, des isothiocyanates et des acrylates de sulfonyle (Spicer & Davis 2014).
Le pKa du groupe ammonium de I'extrémité N-terminale est de 9,21 pour les protéines recombinantes
contenant une méthionine, et le pka de la chaine latérale de la lysine est de 10,53. Il est donc assez
difficile de « chimiosélectivement » modifier I'extrémité N-terminale dans une protéine contenant des

lysines. Pourtant, si la sélectivité du site de modification n'est pas primordiale, ou lorsque des
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conjugaisons multiples sont souhaitées, elles peuvent étre modifiées. Smith et collaborateurs (Smith
et al. 2006) ont utilisé une lysine réactive a I'extrémité N-terminale pour greffer plusieurs antigenes a

la surface d’un virion pour des applications en vaccinologie.

5.6.2.  Modification de la chaine latérale d’un acide aminé dans la séquence.

5.6.2.1. La cystéine.
La cystéine est l'acide aminé qui a été le plus étudié dans les stratégies de modification,
comparativement aux autres résidus. |l s'agit d'un acide aminé naturel peu abondant dans les protéines
(1-3 %) (Lopez & Mohiuddin 2022). Il est trés nucléophile, di a sa fonction thiol (-SH), et permet des
modifications sélectives de site. Les modifications les plus importantes des cystéines sont la

phosphorylation, I'oxydation et la polyprénylation (Chalker et al. 2009).
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Figure 60 : Modifications post-traductionnelles possibles sur I’acide aminé cystéine
(Chalker et al. 2009).

La cystéine peut étre modifiée au niveau de son atome de soufre de sa chaine latérale par méthylation ( ),
phosphorylation ( ), polyprénylation (bleu marine), glycosylation (rouge) ou ajout de méthoxy polyéthyléne
glycol (bleu).

L'oxydation des thiols en disulfure a été exploitée pour la réticulation des ELPs (Xu et al. 2012). Dans
cette étude, des ELPs contenant des cystéines ont été réticulés afin de former des hydrogels a I'aide
de peroxyde d'hydrogene. Le taux de réticulation a pu étre facilement modulé en faisant varier la
concentration en H,0,. Toutefois, les auteurs n’ont pas réussi a obtenir un taux de réticulation de

100 %.

5.6.2.2. Le tryptophane et la tyrosine.
Le tryptophane et la tyrosine sont deux acides aminés comportant au moins un cycle aromatique.

Le tryptophane est l'acide aminé le plus rare, il compose uniquement 1,3 % des protéines. Le
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tryptophane posséde un hétérocycle indole. Les tryptophanes peuvent étre modifiés in vivo par des
sucres, des especes réactives de l'oxygene et de l'azote, ainsi que par des groupes hydroxyle
(Hofsteenge et al. 1994; Yamakura & Ikeda 2006; Zheng et al. 2015). Leurs modifications utilisent des
métallocarbénoides (Antos & Francis 2004), mais aucune de ces modifications n’a été rapportée pour

les ELPs.

La chaine latérale de la tyrosine est composée d’un groupe phénol. Les modifications des tyrosines ont
permis I'administration de médicaments (radionucléide) pour la radiothérapie locale du cancer (Liu et
al. 2010). Seifried et collaborateurs (Seifried et al. 2018) ont pu former des glycoprotéines en greffant

des oligosaccharides sur des ELPs enrichis en tyrosine.

5.6.2.3. La méthionine.
La méthionine est un acide aminé essentiel a la synthése des protéines. C'est I'acide aminé N-terminal
de toutes les protéines bactériennes et de la plupart des protéines eucaryotes. Elle est peu abondante
naturellement. La méthionine posséde un groupe thioéther au niveau de sa chaine latérale, et ses PTM

naturelles sont I'oxydation du thioéther en sulfoxyde ou en sulfone et I'adénosylation.

En 2015, notre groupe du LCPO a commencé a explorer les modifications « chimiosélectives » des ELPs
au niveau des résidus méthionine comme un moyen de moduler leurs propriétés thermosensibles et
d'introduire diverses fonctionnalités (Kramer et al. 2015). Dans des conditions physiologiques, le résidu
méthionine est peu nucléophile, ce qui explique que ses modifications restent moins explorées que
celles visant la lysine et la cystéine. Toutefois, en conditions acides, il est possible d’alkyler le groupe
thioéther de la méthionine, et cela a faible pH sans nécessité de groupe protecteur pour les autres
résidus de la chaine peptidique. Deming et ses collaborateurs (Deming 2017) ont mis au point une
méthode plus polyvalente basée sur I'utilisation de dérivés époxydes qui a considérablement élargi le

champ des modifications de la méthionine.

L'inconvénient majeur des stratégies utilisant des époxydes est la formation de groupes sulfonium
(Figure 61). Ces groupes vont induire la perte de la thermosensibilité de la protéine ELP. Pour pallier
ce probléme, des stratégies ont été mises en place par Rosselin et collaborateurs (Rosselin et al. 2019)

pour éliminer le groupe méthyle.
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Figure 61 : Modifications chimiosélectives possibles sur les résidus méthionines du VPGMG

(Rosselin et al. 2019).
L’ELP M40 contenant 11 résidus de méthionine (vert) a été chimiosélectivement modifié pour introduire des groupes
fonctionnels a I'aide de différentes stratégies. Deux alkylations ont été réalisées a I'aide d’halogénure d’alkyle (violet)
ou d’époxyde (bleu) et donnent des groupes sulfonium qui sont chargés positivement. La méthode ReACT (rouge et
orange) ne modifient pas la charge des ELPs.
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Par ailleurs, une autre stratégie appelée Redox-Activated Chemical Tagging (ReACT) développée par
Lin et collaborateurs (Lin et al. 2017), permet d’obtenir des dérivés sulfimides non chargés sur les
résidus méthionines des ELPs par imidation. Dans cette méthode, des dérivés d'oxazidine servent de
réactifs a médiation oxydante. lls permettent le greffage de composés d’intéréts avec des temps de
réaction inférieurs a une heure. Au cours de ce processus redox, les réactifs oxazidine oxydés sont

réduits en benzaldéhyde avant d’étre éliminés.

5.7. Les ELPs en ingénierie tissulaire.
La majorité des travaux antérieurs sur la création de matériaux pour la régénération tissulaire
utilisaient soit des polyméres synthétiques biomimétiques soit des protéines issues de la MEC naturelle
ayant subi par exemple des traitements de décellularisation (voir paragraphe IlIl. « Substituts osseux »).
Les ELPs possédent des avantages majeurs pour des applications en médecine réparatrice, car ce sont
des polypeptides issus de I'élastine humaine qui ont la capacité de s'auto-assembler par des

interactions hydrophobes dés que la température est supérieure a leur Tt.

Les ELPs sont intéressants pour les applications d'ingénierie tissulaire car leurs propriétés physiques
peuvent étre controlées avec précision. |l est possible d’agir au niveau de la séquence codante,
permettant ainsi le contrdle de la masse moléculaire du polypeptide. Il est également possible de faire
varier le degré de réticulation en jouant sur le nombre et la position des sites de réticulation possibles
(Lee et al. 2001). La derniere stratégie consiste a modifier des acides aminés a des positions précises
pour pouvoir y greffer des molécules d’intérét (Rosselin et al. 2019). Les paragraphes suivants

décrivent quelques applications des ELPs en ingénierie tissulaire.
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5.7.1. Les ELPs pour la réparation du cartilage.
Le cartilage articulaire est avasculaire, alymphatique et aneural (Buckwalter & Mankin 1998). Lorsque
le cartilage est abimé il ne peut pas se réparer, ce qui en fait un candidat cible des stratégies de

réparation en ingénierie tissulaire.

Nettles et collaborateurs (Nettles et al. 2008) ont développé un hydrogel d’ELP a la fois injectable et
réticulable in situ pour une réparation de la matrice cartilagineuse dans des défauts de taille critique
localisés dans des condyles de chevre. Cet hydrogel est composé d’un ELP de 93,4 kDa contenant des
lysines a la position X qui sont chimiquement réticulées avec un agent réactif aux amines, I’acide B-
[Tris(hydroxyméthyl)phosphino] propionique [bétaine] (THPP). Un défaut condylaire chez la chévre a
été réalisé (Figure 63). Ce défaut a été laissé vide ou a été comblé avec un hydrogel d’ELPs. Trois mois
apres implantation, le défaut comblé avec I'hydrogel d’ELPs a montré une meilleure intégration du

biomatériau et une diminution du diametre du défaut (Figure 62F et H).

Unfilled Control ELP-Filled

Figure 62 : Défauts ostéochondraux dans des condyles fémoraux de chévres vides ou

comblés avec un hydrogel ELPs, et analyse histologiques (Nettles et al. 2008).
Des défauts ostéochondraux circulaires de 6 mm de diametre et 4 mm de profondeur ont été réalisés sur des condyles
de chevres femelles. Les défauts au temps zéro laissés vides (A) et comblés avec un hydrogel d’ELP (E) sont
représentés. 3 mois apres la chirurgie, les défauts vides (B) et remplis d'ELP (F) sont représentés. Des coupes
histologiques ont été réalisées 3 mois aprés implantation et ont été colorées au trichrome de Masson (vert, C et G)
et a la Safranin-O (rouge, D et H).

D’autres travaux ont utilisé des hydrogels d’ELPs pour la régénération du cartilage. Ces matériaux
possédent des propriétés mécaniques, une malléabilité et une biocompatibilité adaptées, mais ils ne
présentaient que de faibles résultats en termes de réparation. Ces matériaux ne possédaient pas la
capacité d’attirer les cellules a la fois au niveau du défaut et a l'intérieur du matériau. Cette faible
pénétration des cellules dans I’hydrogel était probablement due a un réseau trop dense et/ou a un
matériau peu poreux. Ces matériaux ont été ensuite améliorés en ajoutant des cellules dans I'hydrogel

avant implantation (Cipriani et al. 2019; Pescador et al. 2017), ou en ajoutant d’autres éléments
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protéiques telle que la soie (Chen et al. 2021), ou encore des polymeéres de sucres comme l'acide

hyaluronique (Shirzaei Sani et al. 2018; Zhu et al. 2017).

5.7.2. Les ELPs en ingénierie tissulaire oculaire.
Des hydrogels d’ELPs ont été élaborés en présence de cellules épithéliales (Martinez-Osorio et al. 2009)
pour des applications d’ingénierie tissulaire oculaire. Les cellules ont montré une bonne adhésion et
une bonne prolifération au sein du biomatériau. George et collaborateurs (George et al. 2016) ont
montré que les ELPs fusionnés a des peptides de pénétration cellulaire (ou CPP) appliqués par voie
topique peuvent pénétrer la barriere cornéenne. Cette étude a de plus montré que les ELPs seuls
peuvent pénétrer I'épithélium cornéen et s'accumuler dans le stroma, et que le CPP ne permet pas
une meilleure pénétration. Ces ELPs ont également le potentiel de servir de vecteur de médicaments

pour des applications oculaires topiques.

5.7.3. Les ELPs pour les greffes vasculaires.
Les propriétés mécaniques des ELPs en ont fait un composé utile au développement des greffons
vasculaires. La majorité des substituts vasculaires développés ont associé les ELPs aux fibres
collagéniques (Camasdo et al. 2020; Caves et al. 2010). Dans les conditions physiologiques, les
vaisseaux sanguins possédent trois couches distinctes qui sont I'adventice, la media et la tunique
intima. Cette derniere est composée d’'une lame basale soutenue par une fine couche d'élastine
appelée lame élastique interne. L'une des avancées majeures a été développée par I'équipe de
Gonzalez-Perez. Ils ont utilisé une technique de moulage des ELPs pour produire des substituts de la
tunique adventicielle et de la lame élastique de la paroi vasculaire. Pour ce faire, a I'aide d’un insert
central qui formera le futur lumen, ils ont utilisé la capacité des cellules vasculaires a produire leur
propre MEC. lls ont obtenu 4 substituts vasculaires différents a base d’ELPs seuls, de Collagéne | seul,
d’un mélange de 50 % ELP et 50 % Collagene, et finalement d’'un mélange 70 % de collagéne et 30 %

d’ELP.

Les différents substituts vasculaires ont été obtenus apreés 3, 7 et 14 jours de culture (Figure 63). Les
substituts a base de collagéne seul ont montré de faibles propriétés mécaniques, alors que ceux
obtenus par les ELPs seuls ont permis la formation de tubes, montrant que ces polypeptides

permettent d’obtenir des structures organisées.

L’association d’ELPs avec le collagene a permis d’obtenir des greffons double couche de diamétre
interne d’environ 2 mm deés 3 jours de culture. Cette stratégie associant ELPs et collagéne semble donc

prometteuse pour le développement de greffons vasculaires.
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Figure 63 : Représentation macroscopique de modéles mono- et bi-couches contenant du

collagéne | et/ou des ELPs (ELR) obtenus par moulage (Gonzalez-Pérez et al. 2021).
Des biomatériaux a base de collagéne ou d’ELPs ont été obtenus par la technique de moulage a I'aide d’un ou deux
moules tubulaires. Les vues de c6té et du dessus des modeles (A) ELR seul, (B) collagéne | seul (ce biomatériau ne
tient pas verticalement), (C) ELR-Col et (D) ELR-Col70%ELR30%. Les jours 3, 7 et 14 sont présentées dans chaque
colonne. Pour les modeles bicouches (C et D), le tube orange a rouge affiché a l'intérieur correspond a la couche ELR,
tandis que le tube blanc qui I'entoure correspond a la couche de collagéne. Barre d'échelle : 2 mm.

5.7.4. Les ELPs en ingénierie tissulaire osseuse.
De nombreux matériaux ont été développés a partir d’ELPs pour la régénération osseuse (Tableau 4).
De maniere générale, ces matériaux sont soit sous forme d’hydrogels chimiquement liés avec des
agents de réticulation, soit constitués de nanoparticules qui s’autoassemblent dés que la température

dépasse la Tt des ELPs en question.

Les produits développés sont tous composites. lls sont associés a d’autres protéines, essentiellement
du collagéne de type | (Amruthwar & Janorkar 2013; Gurumurthy et al. 2020; Gurumurthy et al. 2016;
Pal et al. 2019; Wheeler et al. 2013), ou bien de la fibronectine (Lee et al. 2019). Pour apporter des
propriétés ostéoconductrices, les matériaux sont alors associés a des céramiques a base de phosphate
de calcium comme I'hydroxyapatite (Tejeda-Montes et al. 2014; Vila et al. 2016; Wang et al. 2011), le
bioverre (Gurumurthy et al. 2020; Wheeler et al. 2013) ou a des phosphates de calcium amorphes (Li
et al. 2017). Le recouvrement de métaux avec des ELPs adsorbés a également été étudié (Gonzalez et

al. 2013).
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D’autres stratégies ajoutent des facteurs de croissance aux ELPs, en particulier la BMP2 (Coletta et al.
2017; McCarthy et al. 2016; Pal et al. 2019), ce qui favorise la formation de tissu osseux dans des
situations pathologiques comme la dégradation osseuse liée a une dépendance alcoolique (dos S
Kotake et al. 2015). Des séquences peptidiques supplémentaires peuvent étre ajoutées pour apporter
I'adhésion cellulaire, comme le motif RGD (Coletta et al. 2017; Gonzdlez et al. 2013; Tejeda-Montes et
al. 2014; Vila et al. 2016), ou le motif SNA15 qui permet de nucléer le phosphate de calcium (Prieto et
al. 2011; Vila et al. 2016). L'intérét de ces motifs a été discuté plus en détail dans le paragraphe IV.
L'ensemble de ces travaux montrent que les ELPs seuls ne permettent pas une régénération osseuse,
mais que leur association a d’autres molécules ou matériaux en font un choix particulierement
intéressant, notamment en raison de leur propriété élastique qui donne des propriétés intéressantes
aux hydrogels (Gonzélez et al. 2013; Pal et al. 2019), allant jusqu’a la possibilité de pouvoir les imprimer

par des techniques de bio-impression (Dai, Belaidi, et al. 2021).

Figure 64 : Membranes a base d’ELPs implantées dans des défauts de calvaria
(Tejeda-Montes et al. 2014).

Des défauts de 5 mm de diamétre ont été réalisés dans des calvarias de rat, puis des analyses micro-CT ont été
réalisées 7 jours apres implantation. Les défauts ont été laissés vide ou comblés avec des membranes. La membrane
IK est composée d’ELPs seuls de séquence (VPGIG VPGKG VPGIG VPGIG),s. La membrane HAP correspond a une
matrice composée d’ELP de séquence [[(VPGIG),(VPGKG)(VPGIG),],DDDEEKFLRRIGRFG[(VPGIG),(VPGKG)(VPGIG),].]3
et de particules d’hydroxyapatite (la séquence soulignée correspond a une séquence de nucléation du CaP).

Enfin, Tejeda et collaborateurs (Tejeda-Montes et al. 2014) ont utilisé des ELPs pour développer des
membranes pour la réparation osseuse (Figure 64). Celles-ci sont composées d’ELPs a base de VPGIG
et VPGKG avec I'acide aminé lysine (K) qui sert de point de réticulation. Ces membranes contiennent
également des motifs peptidiques RGDS pour favoriser |'adhésion des cellules souches
mésenchymateuses et le peptide DDDEEKFLRRIGRFG pour la nucléation des particules d’HA. Le suivi
en micro tomographie aux rayons X a montré que des membranes composées uniquement d’ELP
implantées dans des défauts de calvaria n"améliorent pas la réparation osseuse, comparativement au
défaut non comblé. Les résultats avec la membrane supplémentée en HAP ont quant a eux montré
une régénération significativement améliorée, en périphérie et a I'intérieur du défaut. Ces données
suggerent que les matériaux composites contenant des ELPs peuvent fournir un environnement

favorable a la réparation osseuse.
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Dans le contexte expérimental et clinique précédemment présenté, au vu des données physiologiques
sur la composition du tissu osseux, sa vascularisation, la présence de structures nerveuses, et des
échecs rencontrés par de nombreux substituts osseux, I'objectif de cette thése a été de développer un
nouveau biomatériau, de type matrice composite, qui offre un microenvironnement favorable a la

formation osseuse, I'angiogeneése et la neurogeneése.

Notre choix s’est porté sur une matrice composite formée par des « Elastin-like polypeptides » (ELPs),
qui dans notre cas sont des polymeéres recombinants de séquence [Val-Pro-Gly-Met/Val(1/3)-Gly],,
modifiés par des peptides d’ancrage des cellules endothéliales et des neurones sensoriels, et produits
par la bactérie Escherichia coli. Nous avons opté pour une stratégie visant a modifier
« chimiosélectivement » les résidus de méthionines afin de greffer des peptides connus pour leur réle
dans l'interaction avec les cellules endothéliales et les neurones sensoriels. Cette stratégie est plus
versatile que celle précédemment utilisée dans notre équipe, qui consistait a insérer les peptides
d’intérét dans la séquence de I'ELP (Paiva dos Santos et al. 2019), puisqu’elle permet a partir d’un ELP
initial de faire varier la nature des peptides greffés, ainsi que leur concentration sans avoir a recourir

aux étapes fastidieuses d’obtention des clones bactériens.

Le premier objectif de ces travaux de thése a été de produire plusieurs ELPs de longueurs variables
nommés ELP M40, M60, M80 et M100 contenant des méthionines (M) (le nombre associé correspond

au nombre de répétitions du motif pentapeptidique de I'ELP).

! Production recombinante d’ELP i | ELP M80-alcéne |
1 Modification des méthionines par 3
i thioalkylation |

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figure 65 : Schéma représentant les principales étapes d’obtention du polymeére ELP M80-
alcéne.

Apres leur production et leur purification, les ELPs ont été modifiés de facon « chimiosélective » au

niveau de leur résidus de méthionine pour y introduire des groupements alcénes (Figure 65).

Le second objectif a été de déterminer les concentrations de chaque composé (ELPs, peptides biactifs,
HA) ainsi que le temps de réticulation nécessaire pour former les hydrogels. La réticulation entre les
ELPs-alcenes et les peptides d’intérét contenant des extrémités thiols a été réalisée par irradiation UV.

Les peptides IKVAV et YIGSR ont été introduits pour favoriser I'ancrage cellulaire et le recrutement des
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cellules vasculaires et neuronales. La séquence de clivage PVGLIG reconnue par les protéases MMP2 a
été introduite entre les motifs IKVAV et YIGSR, afin de faciliter la colonisation cellulaire et Ila
dégradation du matériau. Les hydrogels ont été obtenus a différentes concentrations en ELPs et en
particule d’HA, puis ont été caractérisés par des techniques physico-chimiques pour en déterminer les
caractéristiques rhéologiques, la porosité et I'interconnectivité.

UV3osnm irradiation
Irgacure® 2959
0.05 % (m/v)

A
\04\
N-.

IKVAV/YIGSR \

EpA-IKVAN-~vGLIG-YIGSR-BAE

Cenale T x.\'\/‘ * )

Figure 66 : Schéma représentant les composants et la méthodologie d’obtention des
matrices composites a base d’ELPs, du peptide IKVAV/YIGSR, du peptide SNA15 et de
I’hydroxyapatite.

Le troisieme objectif a été d’évaluer la biocompatibilité et le comportement des cellules en présence
des matrices sélectionnées. L'interaction avec des cellules d'intérét comme les cellules
mésenchymateuses (MSCs), les cellules endothéliales (ECs) et les neurones sensoriels (NS) a été
étudiée in vitro. De précédents travaux dans notre équipe ont montré que les neurones sensoriels
améliorent la différenciation ostéogénique des MSCs (Silva et al. 2017), et qu’ils ont également un effet
direct sur les fonctions des cellules endothéliales lors de I'angiogenése et du remodelage de la MEC
(Leroux et al. 2020). Dans ce travail, nous avons étudié la croissance cellulaire, la différenciation, la
migration des trois types cellulaires a I'intérieur de I’hydrogel a I'aide de techniques de microscopie et

d’immunocytofluorescence.
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Figure 67 : Schéma représentant les tests in vitro réalisés sur les matrices composites.

La derniére partie de ce travail est consacrée a I'étude expérimentale chez le petit animal. Les matrices
composites ayant donné les meilleurs résultats in vitro en termes de survie cellulaire et
d’ostéoinduction ont été implantées in vivo chez la souris en site sous-cutané pour évaluer leur
biocompatibilité, leur biodégradation, et leur capacité a promouvoir la colonisation cellulaire. Enfin,
I’'ostéogenese a été évaluée apres implantation dans deux modeéles de lésions osseuses réalisées chez

le rat : le défaut de condyle fémoral et le défaut mandibulaire.

Sous cutanées Défaut osseux
Souris Rats

: Choix de la meilleure composition Réparation osseuse

: Minéralisation Implantation matrice 3% (m/v) ELP et 2% (m/v) HA
i Innervation
| Angiogenése
 Colonisation cellulaire
Peau
X Tissu
£8A . "6 adipeux
4 N Matrice

Figure 68 : Schéma récapitulant les expérimentations réalisées chez le petit animal.
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Les résultats obtenus au cours de cette thése sont décrits dans quatre chapitres distincts, chacun
comprenant i) une bréve introduction, ii) une section sur le matériel et les méthodes utilisés dans

le chapitre, iii) une présentation et une discussion des résultats et iv) une breve conclusion sur la

partie.
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Chapitre 1 :

Production recombinante, post-
modifications chimiques et
caractérisation du polypeptide

d’élastine.
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Chapitre 1 : Production recombinante, post-modifications chimiques et caractérisation du polypeptide d’élastine.

l. Introduction

Les polypeptides analogues a I'élastine (ELPs) représentent une classe de protéines recombinantes
dont les séquences sont dérivées du domaine hydrophobe de la tropoélastine. Une séquence
couramment utilisée pour les ELPs est (VPGXG),, ou X peut étre n'importe quel résidu excepté la
proline, et n est le nombre de répétitions (Urry, 1997). Cette séquence est génétiquement modulable,
ce qui permet de modifier le résidu a la position X, et/ou le nombre de répétitions. Il est ainsi possible
d’obtenir des ELPs ayant des caractéristiques physico-chimiques différentes, ce qui permet de les

adapter aux applications souhaitées.

Les ELPs sont des polypeptides thermosensibles. lls sont caractérisés par une transition de phase qui
leur est propre. En dessous de leur température de point trouble (Tcp) les monomeéres d'ELP sont
solubles en milieux aqueux, alors qu'au-dela de leur Tcp ils s'auto-assemblent en agrégats insolubles.
Ce phénomeéne d’agrégation est réversible, un simple refroidissement de la solution permet la
dissociation des ELPs en monomeres solubles. La valeur de la Tcp dépend de la nature du résidu X, de
la masse moléculaire de I'ELP, et des concentrations en sels de la solution dans laquelle ils sont dissous.
Les ELPs sont biocompatibles et biodégradables (Shah et al., 2012), ce qui en fait des candidats de
choix pour des applications biomédicales. Leur capacité thermosensible a été exploitée afin de les
isoler, de les purifier et de contrdler leur auto-assemblage. Notre laboratoire a produit plus d’'une
trentaine d’ELPs différents depuis 2015, qui different par leur taille, la nature du résidu X, et leur
composition (monoblocs, diblocs et triblocs). Pour notre projet, nous avons choisi d’utiliser les ELPs de
la série M, qui contiennent soit une méthionine soit une valine a la position X dans un rapport de 3
valine pour une méthionine. En effet, il avait préalablement été montré que ces ELPs pouvaient étre
modifiés au niveau de leur méthionine pour y greffer des groupements chimiques réactifs (Dai, Belaidi,
et al. 2021; Ibrahimova et al. 2021; Levéque et al. 2022b; Xiao et al. 2020; Zhao et al. 2021; Zhao et al.
2020). La méthionine est un acide aminé dont la chaine latérale comprend un atome de soufre engagé
dans une fonction thioéther (R1-S-R2), ainsi qu’un groupe méthyle (-CHs). L'atome de soufre des
résidus méthionines peut étre utilisé pour la modification « chimiosélective » des ELPs, ce qui est un
moyen aisé pour moduler rapidement les propriétés thermo-réactives (modification de la Tcp), ou
introduire de nouvelles fonctionnalités sans avoir recours a de longues étapes de clonage pour changer
la nature de I'acide aminé X. La valine est un acide aminé dont la chaine latérale est composée d’un
groupe apolaire isopropyle ne présentant aucune réactivité chimique particuliére. La valine a doncg, ici,
essentiellement un rble d’espaceur des résidus méthionines réactifs. D’autre part, sa nature

hydrophobe confére a I'ELP une température de point trouble peu élevée.
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Les ELPs de la série M contiennent des résidus de méthionine périodiguement espacés toutes les
guatre répétitions du motif pentapeptidique VPGXG. On peut ainsi les retrouver sous la nomenclature

MWI[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG):]n, ou n correspond au nombre de répétitions du pentapeptide.

Le premier objectif de ce travail a été de produire et caractériser le polymére recombinant servant de
base aux hydrogels. Nous avons choisi de produire des ELPs comportant un nombre de répétitions
importants (40 < n < 100), afin d’avoir un nombre de sites de liaison suffisant pour la formation des

hydrogels.

Le second objectif a été de modifier les résidus méthionine en introduisant des fonctions alcénes par
réaction de thioalkylation. Ces résidus alcenes sont nécessaires pour notre stratégie de formation des

hydrogels par réaction thiol-éne.

Il. Matériels et méthodes.

1.1. Conception de la séquence codant I'ELP M80 et clonage.

1.1.1. Ligature directionnelle récursive (RDL) dans le vecteur de clonage pUC19 et obtention du

vecteur de clonage pUC19-ELP M&O0.

Un geéne synthétique codant la séquence du polypeptide MW[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG);]s, appelé
ELP M20, a été synthétisé par la société Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Allemagne). Ce géne a été
utilisé pour obtenir la séquence codant I'ELP MWI[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG),].0, ou ELP M80, en

utilisant la technique de Ligature Directionnelle Récursive (RDL, Meyer et Chilkoti 2002).

EcoRI NdeI

5' G'AATTCAGGGACACA'TATG GTTCCAGGCGTTGGAGTGCCAGGCATGGGCGTACCAGGTGTGGGAGTTCCAGGTGTTGGG

M W V P G V GV P G M G V P G V GV P G V G
GTACCGGGCGTCGGAGTTCCTGGGATGGGAGTTCCGGGAGTTGGTGTGCCGGGTGTCGGTGTGCCTGGGGTGGGTGTTCCAGGT
v p 6 V G VP MGGV P GV GV P GV GV P GV G V P G
ATGGGGGTTCCGGGTGTCGGCGTTCCCGGLGTTGGTGTTCCAGGCGTAGGTGTGCCGGGAATGGGGGTTCCGGGAGTTGGTGTA

M G VP G V GV P 6V 6V P GV G V P GM G V P%G v G V
CCTGGCGTGGGAGTACCTGGAGTCGGCGTGCCTGETATGGGCGTGCCTGGCGTCGECGTACCTGGCGTAGGTGTTCT TATAA
P G V G E P GV 6 VP GM G V P G V GV P G V G L---L

ACCTCATCGCT TCCAA!QGCTTB !

BtgZI BamHI HindIIT

Figure 1 : Séquence nucléique codant I’'ELP M20 MW[(VPGVG),(VPGMG)(VPGVG)]s.
La séquence codant 'ELP M80 est indiquée par le code a une lettre. Les sites de reconnaissance des enzymes de
restrictions sont soulignés. Les sites de coupures des enzymes de restriction de type Il utilisées sont représentés par
un triangle noir, et ceux des enzymes de type lls (BsmFl et BtgZl) sont représentés par des fleches oranges et violettes.
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Obtention du vecteur de clonage pUC19-ELP M&0.
Brievement, une premiére séquence nommeée M insert COrrespondant a la séquence d'ADN
[(VPGVG)2(VPGMG)(VPGVG)]s (séquence A, Figure 2) est insérée dans le plasmide receveur pUC19

contenant la séquence codant I'ELP M60 (pUC-M60) préalablement obtenue au laboratoire.

5 pg du plasmide My insert ONt été digérés par les enzymes BtgZ1 (5 unités, pendant 1 h a 60 °C) et
BsmF1 (2 unités, pendant 1 h 3 65 °C) dans du tampon CutSmart Restriction Enzyme de chez Biolabs®
(50 mM d'acétate de potassium, 20 mM Tris-acétate, 10 mM Acétate de magnésium, 0,1 mg/mL de
BSA, pH 7,9). Aprés séparation des fragments par électrophorése dans un gel d'agarose 0,8 %, I'insert
a été purifié grace au kit Macherey Nagel©. En paralléle, le plasmide pUC19-M60 (1,7 ug) a été digéré
par 'enzyme BsmFl (2 unités pendant 1 h a 65 °C dans du tampon CS 10X), puis déphosphorylé par la
phosphatase antarctique (5 unités, pendant 30 min a 37 °C puis 3 min a 80 °C) avant d’étre purifié
aprés électrophorése en gel agarose 0,8 % dans un tampon de migration TAE (Euromedex®) (Tris-HCl

40 mM pH 8, acide Acétique 20 mM, EDTA 1mM).

Ligation de I'insert M20 dans le vecteur pUC19-ELP M60.

116 ng du vecteur déphosphorylé et 56 ng d’insert M20 (rapport molaire 1:3) ont été ligués par 1 uL
de Quick T4 DNA Ligase (NEB®) dans le tampon de ligation (66 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2, 1 mM
Dithiothréitol, 1 mM ATP, 7,5 % Polyéthylene glycol (PEG6000), pH 7,6) pendant 5 min a température

ambiante.

Transformation des bactéries compétentes Stellar par le plasmide pUC19-ELP M80.
Les cellules compétentes Stellar™ de Clontech® (F-, endA1, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA,
@80d lacZA M15, A (lacZYA - argF) U169, A (mrr - hsdRMS - mcrBC), AmcrA, A-) ont été utilisées. Elles

ont été transformées par 5 plL du produit de ligation.
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SEQUENCE A

BsmFl tgZl

W [[VPGVG)VPGMG)(VPGVG):]s 8
C G

M
GTT TTC
CAAG CAAG

EcoR| Hind IIl
puUC19
l Ligation
SEQUENCE C
Digestion avec (insert)
BsmFl ET BtgZl
o | IVPGVGXVPGMGIOVPGVGL)
pUC19-A G
l Délétion
de GTTCGCA
SEQUENCE B
gy Digestion avec e, e T

BsmFl

pUC19-ELPM6E0 Ligation pUC19-ELPM80

Sous-clonage (Ndel/BamHI) dans le vecteur
d'expression pET-44a+ en vue de la production des
ELPs M80

Figure 2 : Stratégie de clonage pour I'obtention du clone codant I'ELP M80.
La séquence codant I'ELP M20 MWI[(VPGVG),(VPGMG)(VPGVG)]s ainsi que les bases additionnelles avaient
préalablement été insérées dans le vecteur de clonage pUC19 (nommé pUC19-A). La séquence codant I'ELP M60
MW/[(VPGVG),(VPGMG)(VPGVG)]1s est nommée pUC19-ELPM60. La séquence codant I'ELP M20 a été double digérée
par les enzymes de restriction BsmFl et BtgZl, et le vecteur receveur pUC19-ELPM60 par I'enzyme BsmFl. Ces deux
séquences aux extrémités compatibles ont été liées par la Quick Ligase pour obtenir le vecteur pUC19-ELP M80.

Les colonies positives ont été identifiées par PCR en utilisant les amorces M13 FP (5’-
TGTAAAACGGCCAGT-3’) et M13 RP (5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3’). Les 30 cycles d’amplification ont
été réalisés par I'ADN polymérase OneTaq®(Biolabs®) avec les étapes suivantes : 94 °C pendant 15 sec,
puis 50 °C pendant 30 sec et enfin 68 °C pendant 1 min 20. Tous les produits de PCR ont été vérifiés
par électrophoreése sur gel d'agarose 1,5 % (m/v). Les plasmides présents dans les clones positifs ont
été ensuite purifiés a I'aide du kit Nucleospin® Plasmid NoLid (Macherey Nagel®), puis séquencés par

la société GATC Biotech© (Allemagne).

1.1.2.  Sous clonage de la séquence codant I'ELP M80 dans le vecteur d’expression pET44.

Isolement et purification du plasmide pET44 et de I'insert codant I'ELP M80.

L'insert Ndel-BamH1 et le vecteur linéarisé ont été analysés par électrophorese sur gel d’agarose 0,8%.
Les fragments d’ADN ont été révélés par coloration au SYBR® Safe DNA gel strain (Thermo Fisher
Scientific®). La zone du gel contenant les fragments d’ADN d’intérét a été découpée afin d’en extraire
I’ADN, et les fragments ont été purifiés grace au kit NucleoSpin Gel and PCR Clean up (Macherey

Nagel©).
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Clonage dans le vecteur d’expression pET44 de la séquence codant I'ELP M&0.

Les séquences ELP d'intérét ont été extraites du plasmide pUC19-M80 par double digestion Ndel et
BamHlI (2 h a 37 °C dans le tampon Cut Smart), purifiées apres électrophorese sur gel d’agarose 0,8 %
puis ligaturées avec le kit Quick ligation™ dans un plasmide pET44a(+) préalablement digéré par les
mémes enzymes et déphosphorylé par la phosphatase antarctique (15 min a 37 °C). Les produits de
ligation ont ensuite été utilisés pour transformer des cellules compétentes E.coli NEB5a-F'Iq (F’,
proA+B+, laclg, A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (TetR) / fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA, ginV44, ®80A(lacZ)M15,
gyrA96, recAlrelAl; endAl, thi-1, hsdR17). Les clones positifs ont été identifiés par criblage PCR (94°C
pendant 3 min, puis 30 cycles : 94 °C - 15 sec, 58 °C - 30 sec et 68 °C - 1min) avec I'ADN polymérase
OneTaq® (Biolabs®) et les amorces pET7D (5-CGAGATCGATCTCGATCCCG-3’) et pET7G (5'-
ACAGAATTCGGATCCACGAG-3’).

Les plasmides pET-M80 ainsi obtenus ont été vérifiés par séquencage (GATC Biotech©, Allemagne). lls
ont ensuite été utilisés pour transformer des cellules compétentes BLR(DE3) (F- ompT hsdSB(rB- mB-)

gal lac ile decm A(srl-recA)::Tn10 (tetR)(DE3)) pour obtenir les clones producteurs.

2.2. Production de I'ELP M80 par Escherichia coli.
Une colonie bactérienne a été sélectionnée et mise en pré-culture pendant une nuit a 37 °C et a 200
rom dans 100 mL de milieu LB Lennox (1 % bacto-tryptone, 5 % NaCl et 1 % d'extrait de levure)
contenant 100 pug/mL d’ampicilline. Cette pré-culture a ensuite été ensemencée dans 1 L de milieu LB
contenant 1 g/L de glucose et 100 pug/mL d’ampicilline. La croissance bactérienne a été suivie par
mesure de la densité optique (DO) a 600 nm avec un spectrophotomeétre (Ultrospec 10, Amersham
Biosciences). Lorsque la DOgoo a atteint une valeur de 0,8, la production de la protéine recombinante
a été induite par ajout de I'lIPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) a une concentration finale de
0,5 mM, et la température de l'incubateur a été diminuée a 25 °C. La DO de la culture a ensuite été
mesurée a2 h, 4 h, 6 h et 22 h aprés induction par I'IPTG, et I'expression des ELPs a été analysée par

gel SDS-PAGE (4-20 %, Mini-PROTEAN® TGX).

2.3. Purification de I'ELP M80 par Cycle de Transition Inverse (ITC).

2.3.1. Récolte bactérienne et lyse cellulaire.
22 h apres induction par I'IPTG, les bactéries ont été centrifugées pendant de 15 min a 3000 g et 4 °C,
puis le culot a été resuspendu dans de I'eau milliQ (20 mL/g de culot). Afin de fragiliser les membranes
bactériennes, la suspension cellulaire a été congelée 15 min a -80 °C, puis décongelée a température

ambiante.

La lyse cellulaire a été complétée par sonication. Les échantillons ont été placés sur la glace, et les

cycles de sonication étaient les suivants : 4 sec a 125 W puis 8 sec de repos, sur une durée totale de 10
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min. Une fraction aliquote, dite lysat cellulaire, a été mise de coté, puis le reste de la solution a été
centrifugé a 7 000 g a 4 °C pendant 20 min afin d’éliminer les débris insolubles. Le surnageant
contenant les protéines solubles (appelée fraction soluble) a été récupéré pour la suite de la

purification, et une fraction aliquote a été mise de coté pour analyse par SDS-PAGE.

2.3.2. Purification de I'ELP M80 par « Inverse Transition Cycling » (ITC).
La fraction soluble a été soumise a trois cycles successifs d’ITC. Un cycle d'ITC correspond a une série
de centrifugations (10 000 g — 10 min) réalisées a différentes températures. La premiére, dite a chaud,
se fait a 30 °C (hot spin ou HS) alors que la seconde, a froid, se fait a 4 °C (cold spin ou CS). Durant les
centrifugations a chaud, les ELPs précipitent car la température excéde leur Tcp, ce qui permet de les
récupérer dans les culots. Ces culots sont ensuite resuspendus dans de I'eau froide pour permettre la
solubilisation des ELPs. Aprés les centrifugations a froid, les ELPs solubilisés se retrouvent donc dans

les surnageants.

Tous les surnageants ont été mis de coté afin d’analyser leur contenu protéique par SDS-PAGE. La
concentration de chaque ELP a été mesurée avec un spectrophotométre Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific ®), en utilisant les valeurs suivantes : €2g0nm = 5500 M1.cm™ et masse moléculaire = 33,7 kDa

(ces valeurs ont été obtenues grace au logiciel ProtParam ©, ExPASy).

2.4. Modifications chimiosélectives des résidus de méthionine de I'ELP M&0.

2.4.1.  Modification des méthionines par réaction de Thioalkylation.
L'ELP M80 contenant 21 résidus de méthionine a été thioalkylé afin de greffer des groupes alcéne.
L'ELP a été dissous a une concentration de 20 mg/mL dans un mélange acide acétique /
hexafluoroisopropanol (AcOH/HFIP) (9:1, v/v), puis le tout a été dégazé en faisant buller de I'argon
dans la solution pendant 10 min. Du 1-allyloxy-2,3-époxypropane (contenant une fonction époxyde
hautement réactive) (Sigma®) a été ajouté en 3 fois (0 h, 24 h et 36 h apres le lancement de la réaction)
avec 10 équivalents par résidu de méthionine. La réaction se fait sous agitation, pendant 48 h a

température ambiante et sous argon pour éviter I'oxydation des méthionines.

Le mélange réactionnel est ensuite dilué au demi, puis purifié par filtration avec des unités Amicon®
Ultra-15 3K Centrifugal Filter Devices (Millipore®) en suivant les instructions du fournisseur. Les ELPs
contenant les résidus de méthionine thioalkylés sont récupérés dans le rétentat, puis lyophilisés

pendant 48 h.
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2.4.2. Déméthylation des méthionines préalablement thioalkylées.
20 mg d’ELPs ont été dissous dans 1 mL d’éthanol a 75 % (AnalaR NORMAPUR® ACS), puis 5 mg de
pyrrolidinedithiocarbamate d'ammonium (APDC, 98 %, ACROS Organics™) ont été ajoutés, soit 5
équivalents par résidu de méthionine. La solution a été agitée sous Argon pendant 24 h a température

ambiante.

Le mélange obtenu a ensuite été dialysé (MWCO de 1 kDa,) contre 50 % de MeOH (aq) pendant 24 h
(3 changements de solvant), puis contre de I'eau Milli-Q pendant 8 h (3 changements de milieu). Le

produit a ensuite été lyophilisé.

2.5. Caractérisation des ELPs.

2.5.1. Mesure des températures de point trouble des ELPs.
La température de point trouble (Tcp) a été déterminée en mesurant la turbidité a 350 nm entre 15 et
50 °C. L'incrément de température était de 1 °C/min. Les ELPs ont été dissous soit dans un tampon Tris
10 mM a pH 8, soit dans un tampon PBS 1X (NaCl 138 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4). Les mesures ont été
réalisées avec un spectrophotometre UV-visible Cary 100 Bio. La Tcp a été définie comme la
température correspondant au maximum de la premiéere dérivée de la courbe de turbidité en fonction

de la température.

2.5.2.  Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN *H).
Les expériences de RMN 'H ont été effectuées dans du D,O (99,90 % D, Eurisotop ©) avec une

concentration d’ELP de 8 mg/mL.

Lorsque les ELPs étaient solubles a température ambiante (échantillon non trouble, T<Tcp), les
expériences ont été faites a 298 K avec un appareil Bruker AVANCE 1l HD 400 équipé d'une sonde
directe multinucléaire Bruker de 5 mm fonctionnant a 400,2 MHz. Lorsque les ELPs étaient non
solubles a température ambiante, les analyses ont été effectuées a 278 K sur un spectrometre Bruker
AVANCE NEO 400 fonctionnant a 400,3 MHz, équipé d'une téte de cryosonde directe Bruker a gradient

z multi nucléaire fonctionnant a 278 K.

Tous les spectres RMN H ont été enregistrés avec une acquisition temps de 4 s, un délai de relaxation

de 2 s, et 128 balayages a 298 K ou 64 balayages a 278 K.

Le signal H,O dans le D,O a été utilisé comme signal de référence (d = 4,79 ppm). Le traitement des

données a été effectué a I'aide du logiciel Bruker Topspin®.

2.5.3. Caractérisation par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC).
La dispersité des ELPs a été vérifiée par chromatographie d'exclusion stérique (SEC). Cette méthode

de chromatographie en phase liquide permet de séparer des macromolécules en fonction de leur
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volume hydrodynamique. Le solvant utilisé comme éluant était composé a 65 % d’un mélange d’acide
acétique (AcOH) 0,3 M et d’acétate d’ammonium (AcONH4) 0,2 M, les 35 % restant correspondant a
de I'acétonitrile (ACN). Les mesures ont été effectuées sur un systeme Ultimate 3000
(Thermoscientific®) équipé d’'une triple détection: un détecteur a réseau de diodes (DAD), un
détecteur de diffusion de lumiére multi-angles (MALS, 18 angles) et un détecteur dRI d'indice de

réfraction différentiel (Wyatt® Technology).

Les ELPs ont été séparés sur deux colonnes successives de TOSOH : une colonne G4000PWXL (7,8*300)
avec des limites d’exclusion comprises entre 2 kDa et 300 kDa, puis une colonne G3000PWXL (7,8*300)
avec une limite d’exclusion inférieure a 40 kDa. Les mesures ont été effectuées a un débit de 0,6
mL/min, la température des colonnes étant maintenue a 26 °C. L'éthyléne glycol a été utilisé comme

référence. Les données ont été traitées avec le logiciel Astra® (Wyatt® Techology).

2.5.4. Caractérisation par Analyse Thermo-Gravimétrique (ATG).
La caractérisation par analyse thermogravimétrique est une technique d’analyse thermique qui
consiste a mesurer la variation de masse d'un échantillon en fonction du temps, pour une température
ou un profil de température donné. Cette technique nous permet d’avoir acces a la quantité de
composés organiques et inorganiques dans I'échantillon d’ELP, et donc d’estimer la quantité de résidus

de sels (NaCl) restante apres les étapes de purification.

Environ 5,5 + 0,5 mg d’ELPs ont été analysés sur un appareil Q500 (TA Instruments®), et la perte de
masse de chaque échantillon a été mesurée en fonction de la température. Les mesures ont été
effectuées dans un premier temps sous un flux d'azote de 100,0 + 0,5 cm3.min? en augmentant la
température de 10 °C.minentre la température ambiante et 600 °C, puis sous un flux d’oxygéne de

600 a 900 °C dans les mémes conditions.

2.5.5. Caractérisation par Spectrométrie de masse ESI-MS.
Les analyses par spectrométrie de masse (ESI-MS) ont été réalisées sur un ESI-QTOF (Q-TOF Premier,
Waters, Manchester, UK). Les ELPs lyophilisés ont été remis en suspension dans une solution
d'acétonitrile/0,1 % d'acide formique aqueux (1:1 v/v)(Thermo Fisher Scientific®) jusqu'a une
concentration finale d'environ 30 umol/L. Les ELPs ont ensuite été infusés dans la source d'ionisation
électrospray a un débit de 5 pL/min. Le spectrométre de masse a été utilisé en mode positif aprés un
étalonnage externe réalisé avec une solution de la protéine standard (concentration de 1 umol/L). Les
spectres de masse ESI ont montré la distribution caractéristique des états de charge correspondant
aux ELPs recherchés et a leurs dérivés. Les données ont ensuite été traitées avec le systéeme de
déconvolution a entropie maximale MaxEnt (logiciel MaxEnt, Waters) pour déterminer les masses

moléculaires.
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[l. Résultats.

Les ELPs sont produits de maniere recombinante dans des hotes hétérologues a I'aide de vecteurs
plasmidiques. Pour nos travaux, la bactérie E.coli a été choisie comme systeme d’expression car les
ELPs ne nécessitent pas de modifications post-traductionnelles complexes (glycosylation, formation de
ponts disulfures), et ils ne sont pas toxiques pour ces bactéries. Par ailleurs, la production de protéines
recombinantes en bactéries est plus rapide et moins colteuse qu’avec les autres systémes

d’expression.

Les ELPs sont des polypeptides recombinants dont les séquences codantes contiennent de nombreuses
répétitions, ce qui n’est pas un gage de stabilité aprés introduction dans un héte bactérien. Pour limiter
les répétitions au sein des séquences nucléiques, il est possible de jouer avec le code génétique en
variant |'utilisation des différents codons pour un méme acide aminé. Toutefois, cette technique est
limitée car les séquences d’ADN codant les ELPs sont tres fortement répétées, et certains acides
aminés comme la méthionine ne sont codés que par un seul codon (ATG). D’autre part, la présence de
ces répétitions empéchent le recours aux techniques modernes de clonages comme |’assemblage
Gibson (Gibson et al. 2009) ou la PCR, car elles sont basées sur le principe de I’hybridation moléculaire

qui nécessite |'existence de séquences non répétées.

Ainsi la synthése des génes codant les ELPs constitués de plus de 20 répétitions de pentapeptide
recours a des méthodes plus classiques basées sur 'utilisation d’enzymes de restriction. L'inconvénient
de ces techniques est qu’elles sont plus complexes a concevoir et plus fastidieuses a mettre en ceuvre.
En outre, ces stratégies de type « copier/coller » peuvent entrainer I"apparition de « cicatrices » entre
les répétitions, ce qui se traduit par I'ajout d’acides aminés entre les différentes sous-unités
assemblées. Pour éviter cela, nous avons choisi d’utiliser des enzymes de restrictions de type IIS. Ces
derniéres reconnaissent une séquence spécifiqgue d’ADN mais coupent en dehors de leur séquence de
reconnaissance. En plagant de tels sites de restriction a des endroits judicieusement choisis, nous
pouvons couper une séquence initiale, comme celle de I'ELP M20, et I'ajouter de facon séquentielle a
un plasmide contenant une séquence identique. Ainsi, nous pourrons obtenir successivement les ELPs

M40, M60, M80 et M100 sans ajouter d’acides aminés surnumeéraires entre les blocs.

3.1. Syntheése des génes codant de « nouveaux » ELP (M80 et M100).

Le clone contenant la séquence codant I'ELP M20, séquence de base permettant d’obtenir tous les
autres ELPs de la série, avait été construit préalablement a mon arrivée au laboratoire par Bertrand
Garbay et Laure Bataille. Ce clone avait également été utilisé pour obtenir les séquences codant les

ELPs M40 (Petitdemange et al. 2017) et M60 (Dai et al. 2021).

121



Chapitre 1 : Production recombinante, post-modifications chimiques et caractérisation du polypeptide d’élastine.

Le but de cette partie de mon travail a été d’obtenir des ELPs de plus grandes tailles (ELP M80 et M100).
En effet, nous avons déja vu dans l'introduction que la valeur de la Tcp peut varier en fonction de la
taille de I'ELP. Le groupe de Chilkoti (Meyer & Chilkoti 2004) a démontré que plus la masse moléculaire
d’un ELP est grande, moins |'effet de la concentration sur la valeur de la Tcp est importante. En partant
de ce postulat, il a été décidé de travailler avec des ELPs de la série M ayant des masses moléculaires
plus importantes afin de diminuer I'effet de la concentration, et donc d’avoir une valeur de Tcp
guasiment constante. Ceci est d’autant plus important que les ELPs obtenus seront utilisés pour
développer des hydrogels a différentes concentrations. Il était donc souhaitable que les propriétés
rhéologiques ne varient pas trop en fonction de la température d’un gel a I'autre. Le second avantage
d’avoir des ELPs plus longs, est que I'on augmente le nombre de points de réticulation pour la

formation des hydrogels.

Les clones bactériens contenant les séquences nucléotidiques codant les ELPs M80 et M100 ont été

obtenus par la technique de RDL telle que décrite dans le paragraphe suivant.

La séquence nucléotidique codant I'ELP M60 de séquence MW[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG);]1s avait été
préalablement clonée dans le vecteur pUC19 (plasmide ELP M60-pUC19). Ce dernier a été digéré par
I’'enzyme de restriction BsmF1 afin de le linéariser, puis déphosphorylé par I'enzyme phosphatase
antarctique pour éliminer les phosphates en position 5' et donc éviter la re-circularisation du vecteur
sur lui-méme. En parallele, comme la séquence nucléotidique codant I'ELP M20
MWI[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG)]s avait déja été clonée dans le vecteur pUC19, ce plasmide a été
double digéré par les enzymes de restriction BsmF1 et BtgZl de maniére a séparer la séquence

[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG)]s du reste du plasmide.
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Figure 3 : Gel d’électrophoreése représentant le plasmide ELP M60-pUC19 digéré par BsmF1

(A), et le plasmide ELP M20-pUC19 digéré par BtgZ1 et BsmFI (B).
Les plasmides ELP M60-pUC19 et M20-pUC19 ont été digérés respectivement par les enzymes de restriction BsmFl
ou BsmFl et BtgZI. lls ont été déposés sur gel électrophorese 0,8 % d’agarose afin de séparer les fragments d’intéréts
(représentés par les fleches noires). La fleche de gauche correspond au plasmide ELP M60-pUC19 linéarisé. La fleche
de droite indique I'insert ELP M20. Cet insert correspond a la séquence [(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG),]s dépourvue de
la séquence correspondant aux acides aminés MW c6té N-terminal du polypeptide.
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Les deux plasmides digérés ont ensuite été déposés sur gel d’agarose en vue de la séparation des
fragments d’intéréts qui correspondent au plasmide ELP M60-pUC19 linéarisé et déphosphorylé ainsi
qgu’a l'insert M20 (Figure 3). L'insert M20 migre a la taille attendue de 306 pb et le plasmide linéarisé
a environ 3500 pb. Ces deux fragments ont ensuite été extraits du gel d’agarose, puis purifiés sur

colonne échangeuse d’ions.

Une fois I'insert M20 et le plasmide ELP M60-pUC19 purifiés et quantifiés, ils ont été liés par I'’enzyme
Quick T4 ligase afin d’obtenir le plasmide ELP M80-pUC19. Ce nouveau plasmide a été transformé dans
des bactéries E.coli compétentes. Une PCR sur colonies a ensuite été effectuée pour mettre en
évidence les clones positifs, c’est-a-dire les bactéries ayant incorporé le plasmide ELP M80-pUC19.

Douze clones ont été criblés (Figure 4).

On observe que les clones 1, 4, 5, 8 et 9 n"ont pas incorporé le plasmide ELP M80-pUC19. En effet les
fragments amplifiés migrent entre 800 et 1000 pb. Cela pourrait correspondre a la taille des amplifiats
obtenus a partir de la matrice M60-pUC19 (plasmide receveur) car la taille attendue pour les amplifiats

de la séquence codant 'ELP M60 amplifiée est de 921 pb, ces clones sont donc dits « négatifs ».
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Figure 4 : Gel d’électrophorése (1,5% agarose) des produits de PCR obtenus apreés le criblage
sur colonies.

Les fleches bleues et jaunes indiquent respectivement les tailles attendues pour les plasmides contenant les

séquences de 'ELP M80 (1221pb) et de I'ELP M100 (1521pb). La fleche verte représente le fragment amplifié pour le

plasmide contenant la séquence de I'ELP M60 (921 pb). Les colonnes correspondant au marqueur de taille en pb sont

indiquées.

Les produits de PCR obtenus a partir des clones 2, 3, 7, 10 et 11 migrent a environ 1250 pb, ce qui
correspond a la taille attendue avec le plasmide ELP M80 (taille théorique de I'amplifiat = 1221 pb).
Fait surprenant, nous observons que les amplifiats issus des clones 6 et 12 ont migré légerement au-

dessus de 1500 pb, ce qui pourrait indiquer gqu’ils correspondent a des séquences d’ELP M100 (taille
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théorique des produits de PCR = 1521 pb). Les clones codant les séquences des ELPs M80 et M100 sont

dits « positifs ».

A Iissue de ce criblage par PCR, les plasmides des clones positifs ont été purifiés et séquencés. Les
séquences codant les ELPs M80 et M100 ont ensuite été sous-clonées dans le vecteur d’expression

pET44a.

3.2. Production et purification des polypeptides ELPs M80 et M100.
Suite a I'obtention des clones M80 et M100, la premiéere étape a été de vérifier qu’ils permettaient
d’exprimer les protéines d’intérét. Des tests d'expression sur des petits volumes de culture (50 mL) ont
alors été réalisés. Apres induction par I'lPTG, la température de I'incubateur a été diminuée a 25°C afin
de ralentir la croissance bactérienne et éviter un encombrement métabolique lié a la surexpression de
la protéine recombinante. Nous avions en effet préalablement montré que la production des ELPs M40
et M60 était favorisée par un tel changement de température. Les cultures ont été poursuivies 20 h

apres l'induction, et des échantillons ont été prélevés pendant la période de production pour analyse.

Les ELPs ont ensuite été purifiés par la technique de Cycle de Transition Inverse (ITC) qui utilise leur
propriété de thermosensibilité. L'ITC offre des avantages techniques en termes de rapidité de
purification et de colt par rapport aux méthodes chromatographiques de purification de protéines
(Meyer and Chilkoti, 1999). Aprés la culture, les bactéries sont récoltées par centrifugation, re-
suspendues dans un tampon PBS, lysées par une premiére étape de congélation/décongélation puis
par une étape de sonication a 4°C (pour éviter |'agrégation des ELPs). L’'homogénat est ensuite
centrifugé pour séparer le culot, contenant les débris cellulaires et les protéines insolubles, du
surnageant qui contient les molécules solubles (fraction soluble). Les ELPs sont ensuite purifiés a partir
de cette fraction soluble par la technique d’ITC précédemment décrite. Les travaux précédents réalisés
au laboratoire avec les ELPs M20, M40 et M60 avaient montré que la température des étapes a chaud
ne devait pas étre trop élevée. En effet, si ces ELPs sont incubés a des températures supérieures a 40°C
pendant plusieurs minutes, cela peut entrainer une oxydation des résidus méthionine en sulfoxides
qui peut toucher jusqu’a 86 % des résidus (Petitdemange et al. 2017). Or cette oxydation des
méthionines a deux conséquences. La premiere est que I'oxydation des méthionines en sulfoxides
diminue grandement I'’hydrophobicité des ELPs, ce qui se traduit par une augmentation de leur Tcp.
Dans les cas extrémes ou 100 % des résidus méthionines de I'ELP M40 sont oxydés on observe une
disparition de la Tcp. C'est un inconvénient majeur pour les étapes de purification par ITC qui est basée
sur I'agrégation des ELPs a une T supérieure a leur Tcp. La seconde conséquence est que I'oxydation

empécherait I'étape ultérieure de couplage chimique. Comme précédemment expliqué, notre objectif
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est de greffer des peptides sur les résidus méthionine des ELPs. Or, ce greffage passe par une premiére
étape d’époxydation des méthionines, réaction qui ne peut pas fonctionner si les soufres des

méthionines sont oxydés en sulfoxides.

Pour limiter ces problémes d’oxydation, nous avons opté pour la stratégie suivante. Tout d’abord, du
sel est ajouté pendant les premiéres étapes d’ITC, la ou les ELPs sont les moins concentrés, de maniere
a diminuer leur Tcp (Petitdemange et al. 2017). D’autre part, a chaque cycle d’ITC nous divisons par
deux, comparativement au cycle précédent, le volume de reprise du culot obtenu aprés la
centrifugation a chaud. Cela permet d’augmenter au fur et a mesure la concentration en ELPs, et donc
de diminuer leur Tcp. Il faut toutefois noter que cette derniére précaution est moins importante pour
les ELPs M80 et M100 que pour ceux de plus petite taille, I'effet de la concentration sur la Tcp étant
moins prononcée pour les ELPs de haute masse moléculaire (Meyer & Chilkoti 2004). En procédant de
cette maniére, nos échantillons n’ont jamais été chauffés sur de longues périodes a des températures

supérieures a 40°C, limitant ainsi les risques d’oxydation.
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Figure 5 : Suivi de production et de purification du polypeptide recombinant ELP M80 sur gel

électrophorése en condition dénaturante SDS-PAGE (4-20%)

Les différentes fractions issues de la purification par ITC (Cycle de Transition Inverse) des ELPs M80 ont été soumises
a une électrophorése en conditions dénaturantes. 10 ug de chaque fraction ont été déposés par piste. M : marqueur
de masse moléculaire. Suivi de production - NI : culture non-induite par I'IPTG. 2h, 4h et 12h : échantillons protéiques
de culture induite respectivement 2, 4 et 12h par de I'IPTG. Suivi de purification - FS : fraction soluble d’une culture
induite pendant 12h. CS1 et CS2 : contenu protéique apres 1 cycle (CS1) ou 2 cycles (CS2) de purification par la
technique d’ITC. A droite sont indiquées les masses moléculaires des protéines contenues dans le marqueur de taille
PPPS (Biorad). Le gel a été coloré grace a la technique « Stain-Free » de Biorad.

Un exemple de purification par ITC est donné dans la Figure 5. Des échantillons de lysats bactériens,
de la fraction soluble (FS) ainsi que des surnageants de centrifugations a froid (CS) ont été analysés par
SDS-PAGE. La fraction contenant les protéines solubles est composée d’une variété de protéines

provenant d’E. coli (Host Cell Proteins, HCPs) et d’une protéine trés abondante dont la masse

125



Chapitre 1 : Production recombinante, post-modifications chimiques et caractérisation du polypeptide d’élastine.

moléculaire comprise entre 30 et 37 kDa correspond a notre protéine d’intérét (masse moléculaire

théorique = 33,7 kDa).

Apres la premiere centrifugation HS, les HCPs sont retrouvées majoritairement dans les surnageants
alors que les ELPs sont trés majoritairement récupérés dans le culot (résultat non montré). Lors de la
premiere centrifugation CS, les ELPs solubles sont présents dans les surnageants. Une bande de forte
intensité, toujours a la masse moléculaire attendue d’une trentaine de kDa, est visible alors que trés

peu de HCPs sont présentes deés la premiere étape de purification.

Lors du second cycle d'ITC (CS2), on observe que la bande protéique qui correspondrait a I'ELP M80
est toujours présente et dans des quantités bien supérieures (bande plus intense et plus large). Deux
cycles d'ITC ont donc été suffisants pour purifier les ELPs M80 et M100 avec un degré suffisant de
pureté alors qu'il faut généralement 4 a 5 cycles pour la plupart des ELPs (Hassouneh et al. 2010). La
purification des ELPs Mx est notamment facilitée par leur hydrophobicité qui leur confere une valeur

de Tcp basse.

Les ELPs de la série Mx ont été produits et les rendements de production obtenus sont indiqués dans

le tableau ci-dessous.

ELP Mw théorique Rendement ELP purifié

(kDa) (mg/L culture)
M20 8,7 28,7
M40 17,4 83 +/- 15 n=17
M60 25,4 103 +/- 25 n=8
M80 33,7 116,5
M100 42,6 47

Tableau 1 : Rendements de production des différents ELPs de la série M apreés purification

par la technique d’ITC.
Les expériences ont été répétées 2 fois pour les ELPs M20, M80 et M100, 17 fois pour 'ELP M40 et 8 fois pour
I'ELPM60.

Les rendements de production des ELPs M40, M60 et M80 sont relativement semblables, autour de
100 mg/L culture. Ces valeurs de production sont tout a fait comparables a celles données dans la
littérature (Chow et al. 2006) pour des ELPs de masses moléculaires similaires (15-30 kDa). En
revanche, les rendements obtenus pour les ELPs M20 et M100 étaient nettement inférieurs, de 2 a 4
fois. Deux hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cela. En ce qui concerne I'ELP M20, le fait
gu’il soit de petite taille (8,7 kDa) lui confére une Tcp relativement élevée et trés dépendante de sa
concentration. Ces deux facteurs combinés font qu’il est vraisemblablement difficile de récupérer tous
les ELPs M20 produits lors de la premiére étape d’ITC. En ce qui concerne I'ELP M100, I’hypothése est
différente. Nous pensons en effet que la production de ce polypeptide, contenant 26 résidus

méthionine, pose un probléme métabolique aux cellules d’E.coli. En effet, la méthionine est un acide
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aminé présent en faibles quantités dans les bactéries (Ferla & Patrick 2014), car son colt énergétique
est relativement élevé (Akashi & Gojobori 2002). De plus, un seul ARN de transfert correspond a cet
acide aminé. On peut donc imaginer que la production en grande quantité d’une protéine contenant
des répétitions du pentapeptide VPGMG soit problématique, et qu’a partir d’'un certain nombre de
répétions les rendements de production baissent. Pour pallier ce probléme, il pourrait étre
envisageable de supplémenter le milieu de culture en méthionine, ou encore d’ajouter un autre
plasmide pour surexprimer I’ARN de transfert méthionine et la méthionine-RNA synthétase. Cette
approche pourra étre envisagée si, dans I'avenir, des ELPs de taille supérieure au M100 doivent étre

produits.

3.3. Caractérisation des ELPs.
Les ELPs M40 et M60 déja produits (Dai et al. 2021) ainsi que les ELPs M80 et M100 ont été étudiés en
vue de choisir lesquels possédaient les meilleures caractéristiques comme échafaudage pour des

hydrogels.

3.3.1. Gel d’électrophoreése en condition dénaturantes.
Les ELPs M40, M60, M80 et M100 ont été analysés par électrophorése dénaturante (Figure 6). On
observe pour chaque polypeptide, une bande majoritaire correspondant a I'ELP d’intérét, ce qui
montre que la purification par ITC a été efficace. La masse moléculaire apparente mesurée pour chacun

des ELPs concorde avec la masse moléculaire théorique.
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Figure 6 : Electrophorése SDS-PAGE des ELPs de la série Mx.
Dix pg de chaque ELP M40, M60, M80 et M100 ont été déposés sur gel de polyacrylamide et soumis a une
électrophorése en conditions dénaturantes. La révélation « stain-free® » des ELPs se fait grace au composé trihalo
présent dans le gel qui se lie de maniéere covalente aux résidus de tryptophane. MW théorique M40 = 17,4 kDa, M60
= 25,4 kDa, M80 = 33,7 kDa et M100 = 42,6 kDa.
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3.3.2. Caractérisation de I'ELP M80.
L'ELP M80 recombinant a été caractérisé par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du
proton (RMN *H), par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) et par spectrométrie de masse (ESI-

MS).

3.3.2.1. Caractérisation par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire.
La structure chimique de I'ELP M80 a été déterminée par RMN du proton. L'ELP M40 avait
préalablement été caractérisé par RMN 1D et 2D (Petitdemange et al. 2017). L’attribution des pics de
résonnance des protons a été effectuée en utilisant les résultats de ces travaux comme référence.
Chaque proton de I'ELP M80 a été nommé par des lettres allant de « a » a « p » afin de mieux pouvoir
les distinguer sur le spectre RMN H (Figure 7).
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Figure 7 : Spectre RMN *H de I’ELP M80.
La position de chaque proton présent dans I'ELP M80 est indiquée par une lettre. L'ELP M80 a été dissous dans du
D,0 a une concentration de 8 mg/mL. Le spectre a été calibré avec le pic du D,0 a 4,79 ppm et les intégrales ont été
calibrées avec le pic du proton i pour 60 protons.
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L’analyse en RMN *H de I'ELP M80 est présentée dans la Figure 7. Les pics de résonance des protons
correspondent a ceux préalablement obtenus pour I'ELP M40 (Petitdemange et al. 2017), ces deux
ELPs ayant la méme structure globale et ne différant que par le nombre de répétitions. L’intégration
des pics de résonance du spectre RMN s’est faite en prenant pour référence le proton « i » porté par
le carbone a des résidus de valine correspondant a 60 protons. Ces protons ont été sélectionnés car
leur pic de résonnance est bien isolé de ceux des autres protons. De plus, la valine ne subissant pas de
modifications post-traductionnelles, les protons correspondants peuvent servir de standard pour

quantifier les autres pics de résonance.

Comme précédemment expliqué, I'oxydation des résidus de méthionine en sulfoxide ou en sulfone
peut se produire pendant les étapes de production et de purification si une température excessive est
appliquée. Si une telle réaction se produit, cela se traduit par un déblindage des signaux « | » et « m »,
avec un déplacement du pic des protons « m » présent sur la méthionine a la position 6 = 2,75
ppm dans le cas ol la méthionine est oxydée en sulfoxide, ou a 6 = 3,1 ppm si I'oxydation provoque
I'apparition de sulfone (Petitdemange et al. 2017). Aucun de ces déplacements n’étant observé sur le
spectre RMN, nous pouvons conclure que les méthionines de I'ELP M80 ne sont pas oxydées. Elles
seront donc disponibles pour les modifications chimiques ultérieures visant a introduire des fonctions

alcénes, étape préalable a la formation des hydrogels.

3.3.3.2 Analyse de I'ELP M80 par chromatographie d’exclusion stérique.

Le chromatogramme d’exclusion stérique (SEC) de I'ELP M80 est présenté dans la Figure 8 A. Un seul
pic symétrique a été obtenu a un temps de rétention de 24,4 min, indiquant I’homogénéité de la
population d’ELP et I'absence de quantités significatives de multiméres. L'indice de polydispersité
(Pdi), qui donne une idée de la distribution des masses molaires, est de 1,06. Ce résultat montre la

monodispersité de la population d’ELP M80 (Lam & Chen 2019).
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Figure 8 : Chromatogramme d’exclusion stérique (A), et spectre de masse ESI-MS de ’ELP

M80 (B).

La dispersité des ELP a été vérifiée par chromatographie d'exclusion stérique (SEC) dans un solvant (AcOH 0,3M,
AcONH4 0,2M et ACN) qui permet de séparer les macromolécules en fonction de leur volume hydrodynamique. Le
chromatogramme correspondant au temps d’élution est représenté (A). La masse moléculaire de I'ELP-M80 est de
33739 Da, elle a été obtenue par spectrométrie de masse ESI-MS par Kattel Bathany (CBMN, UMR 5248, Université
de Bordeaux) (B).

La masse moléculaire de I'ELP M80 a été mesurée par spectrométrie de masse ESI-MS (Figure 8B). Un
pic majeur correspondant a une masse moléculaire [M+H]*de 33739 Da a été détecté. Cette masse est

proche de la masse moléculaire théorique qui est de 33736 Da.

Comme précédemment évoqué, la purification par ITC de I'ELP M80 nécessite I'ajout de sels afin de
diminuer la Tcp et ainsi favoriser la précipitation des ELPs. Toutefois ces sels doivent ensuite étre
éliminés par dialyse afin qu’ils n’interférent pas avec les étapes de modifications chimiques. Pour
vérifier que tous les sels avaient bien été éliminés des échantillons dialysés et lyophilisés, nous avons

procédé a des analyses de thermogravimétrie (Figure 9).
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Figure 9 : Thermogramme de I’ELP M80.
Evolution de la perte de masse de I'ELP M80 en fonction de la température. Suite a la pyrolyse, les composés
organiques sont éliminés et seuls les résidus inorganiques sont conservés.

Le thermogramme (courbe noire sur la Figure 9) montre trois pertes de masses successives. La
premiére correspond a la vaporisation de I'eau liée a I'ELP, qui représente environ 4,9 % de la masse
initiale. S’ensuit une perte de masse de 82,7 % entre 230 et 600 °C qui correspond a la dégradation de
la protéine sous atmosphére inerte. Au-dela de 600 °C, I'échantillon a été carbonisé avec de I'0O, pour
éliminer des résidus organiques, qui représentent 12,4 % de la masse initiale. A la fin de I’analyse, nous
avons mesuré une masse de résidus inorganiques représentant -0,8 % de la masse initiale. Aux erreurs
de mesure de masse pres, cela indique que I'échantillon initial ne contient pas de quantités

significatives de sels.

3.3.2.2. Mesure des points de trouble (TCPs).

Afin de déterminer les valeurs de Tcp, les mesures de turbidité en fonction de la température ont été
effectuées a 350 nm avec un spectrophotometre. La gamme de température étudiée variait de 20 a
55 °C. Les ELPs M40, M60, M80 et M100 ont été étudiés a différentes concentrations dans deux
tampons différents (Tris 10 mM pH 8,0 et PBS 10 mM pH 7,4).

Alors que le tampon Tris 10 mM pH 8,0 ne contient pas de sels, le PBS 10 mM pH 7,4 (tampon
phosphate salin) est une solution contenant du chlorure de sodium (0,137 M), du phosphate disodique
(0,01 M), du phosphate monopotassique (0,0018 M) et du chlorure de potassium (0,0027 M). Sa
composition est proche de celle du sérum physiologique. Un exemple représentatif des résultats

obtenus est donné dans la Figure 10.
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Figure 10 : Profils de turbidité de I’ELP M40 a différentes concentrations en tampon Tris 10
mM pH 8.

Comme attendu, on observe qu’en dessous d’une certaine température les ELPs M40 sont solubles. A
partir d’'une certaine température, qui varie en fonction de la concentration de I’échantillon, on
observe une augmentation de la DO traduisant I'agrégation des ELPs. Pour toute la suite du manuscrit,
nous avons défini la valeur de la Tcp comme étant le maximum de la dérivée des courbes DO=f(T). On
observe également comme précédemment décrit par Chilkoti et ses collaborateurs (Meyer & Chilkoti

2004) que plus I'ELP M40 est concentré, plus la Tcp mesurée est basse.

Toutes les mesures de Tcp des ELPs M40, M60, M80 et M100 dans chacun des deux tampons ont
ensuite été rassemblées dans des graphiques représentant la Tcp en fonction du logarithme de la
concentration en ELPs (Figure 11). Chilkoti et ses collégues ont établi un modéle qui met en corrélation
les valeurs de Tcp avec la composition, la concentration et la longueur de la chaine des ELPs dans

I'équation suivante (Meyer & Chilkoti 2004) .
k] Cc
1Cp—]CpC+ ll(C)

Dans cette équation, Ttc correspond a la température critique, k est une constante intrinseéque de la
famille d’ELP (pour nous la série M), L est le nombre de répétitions du pentapeptide, Cc est la
concentration critique ou LCST, et C est la concentration de I’échantillon. Cette équation permet de

prédire la Tcp a une concentration donnée pour une séquence d’ELP donnée.
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Figure 11 : Tcps des ELPs Mx en fonction de leur taille, de leur concentration et de la
concentration en sels du milieu.
Les profils de turbidité des ELPs M20, M40, M60, M80 ont été mesurés a 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 et 250 uM dans un
tampon Tris 10 mM pH 8 (A) et dans un tampon PBS 10 mM pH 7.4 (B). Les points Tcpc pour Température de transition
critique et Cc pour Concentration critique sont indiqués.

Le graphique Figure 11A correspond aux mesures de Tcp des ELPs de la série M dans le tampon Tris.
On remarque que plus la taille de 'ELP augmente, moins la valeur de Tcp dépend de sa concentration.
Les droites des Tcps se croisent en un point dont les coordonnées donnent les valeurs de Tcpc en
ordonnées et Cc en abscisses. Le point Tcpc correspond a environ 22 °C et la valeur Cc a environ 2,2

mM.

Les Tcps des ELPs M40, M60, M80 et M100 ont également été déterminées en tampon PBS (Figure
11B). Pour tous les ELPs, les valeurs de Tcp mesurées en tampon PBS sont plus faibles que celles

obtenues en tampon Tris, ce qui indique que la Tcp est bien influencée par la teneur en sels comme
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précédemment démontré (Meyer & Chilkoti 1999). On remarque également que les droites se croisent

toutes en un méme point de coordonnées Tcpc d’environ 16°C et de valeur de Cc de 12 mM.

Ces résultats confirment que la présence de sels dans la solution d’ELPs diminue la valeur des Tcps. On
observe également que plus la taille de I'ELP augmente, moins la Tcp est dépendante de la
concentration en polypeptide. Les droites obtenues pour les ELPs M80 et M100 sont tres proches, et
ce quel que soit le tampon utilisé. Ayant préalablement montré que les rendements de production et
de purification de I'ELP M80 étaient 2 a 3 fois supérieurs a ceux de I'ELP M100, nous avons donc choisi

d’utiliser I'ELP M80 comme polymere pour former les hydrogels.

La mise au point de la formulation de I'hydrogel nécessite une quantité de matériel ELPs importante.
Nos capacités de production au LCPO étaient limitées a 6 litres de culture par semaine, soit environ
600 mg d’ELPs. N’ayant pas la possibilité matérielle d’augmenter ces capacités, nous avons transféré
la production a la société TPNBT (Technical Proteins NanoBioTechnology), localisée a Valladolid en
Espagne. Cette société a été fondée par le Pr. José Carlos Rodriguez Cabello, dont I'expertise dans le

domaine des ELPs est mondialement reconnue (Srivastava et al. 2011).

La société TPNBT a produit 'ELP M80 dans un fermenteur de 100 L (Bioprocess®), et le protocole de
purification a été réalisé en suivant nos préconisations. Tous les lots regus ont été caractérisés de la

méme maniere que ceux produits au LCPO.
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V. Post-modifications chimiques des ELPs.
Les hydrogels a base de polyméres peuvent étre formés par différents types de réticulation. Il s’agit de
créer par réaction chimique des liaisons covalentes entre les monomeres. Dans de plus rares cas, la
réticulation s’effectue par assemblage supramoléculaire via des liaisons non covalentes. Suite aux
connaissances développées au LCPO, nous avons choisi la stratégie de réticulation covalente, et plus
particulierement la chimie de réaction d’addition thiol-éne. Cette réaction nécessite d’'une part des
chaines possédant des groupes alcenes, et d’autre part des chaines présentant des groupes thiols. En

présence de photo-initiateur et sous rayonnement UV, ces groupes vont former une liaison covalente.

Initiateur — 9m I’
R—SH + I’ —>» R—S + H—I
S .

s ‘ S .
RON"Sp 4 R—SH — RTON R+ R—S

Figure 12 : Schéma de la réaction thiol-éne catalysée par un photo-initiateur sous UV.
La réaction d’addition thiol-ene fait partie des réactions dites de « click chemistry » qui offrent un rendement élevé,
une bonne stéréosélectivité, et une vitesse de réaction rapide. Cette réaction nécessite une premiéere étape (i) de
photo-activation d’un initiateur grace a la lumiére UV dans notre cas, (ii) formation d’un initiateur radicalaire.
Transfert du radical au souffre et (iii) formation d’une liaison covalente thioéther. Schéma adapté de Carlborg et al.,
2011.

Les ELPs ont été modifiés chimiquement en greffant des groupes alcénes sur les méthionines. La
technique qui a permis d’obtenir ces ELP-alcénes est une réaction dite de « thioalkylation » telle que

décrite dans le paragraphe suivant.

4.1. Addition d'un groupe alcene sur les méthionines de I'ELP M80 par réaction de
thioalkylation.

Parmi les acides aminés naturels, la méthionine est un résidu intéressant en raison de la réactivité
particuliere de son groupe thioéther. En effet, la chaine latérale de la méthionine sera la plus
nucléophile en conditions acides, 'amine N-terminale de la chaine polypeptidique étant sous forme
d’ammonium (NHs*). Par conséquent, la chaine latérale méthionine peut étre soumise a des réactions
d'alkylation tres efficaces, conduisant a des dérivés stables, sans qu’il soit nécessaire d’utiliser des

groupements protecteurs.
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La modification chimiosélective de la chaine latérale de la méthionine dans les polypeptides de type
élastine implique une addition nucléophile. Le composé allylglycidyl éther contient une fonction
époxyde hautement réactive, et cette derniere va étre attaquée par I'un des doublets non liant de
I'atome de soufre des résidus méthionines. Le cycle époxyde extrémement contraint va s’ouvrir et
s’additionner au soufre, le transformant en groupement sulfonium. La charge positive du sulfonium
est ensuite stabilisée par la forme déprotonée de I'acide acétique (chargée négativement), acide qui

est utilisé comme solvant de réaction.

OA/O\/\ B{H

d

.

AcOH/HFIP(9:1) \
Ar, RT, 48h CH,C00 )
S S
O\/E
/\/ OH
6
ELP M80 ELP M80-alcéne
(Méthionine) (Méthionine modifiée)

Figure 13 : Réaction de thioalkylation de la méthionine composant les ELP de la série M,
adapté de Petitdemange et al. 2017.
La réaction de thioalkylation des ELPs M80 en ELPs M80-alcene se fait pendant 48h a température ambiante. Les ELPs
M80 ont été dissous dans un mélange acide acétique / hexafluoroisopropanol (9:1, v/v), sous Argon. Du 1-allyloxy-
2,3-époxypropane a été ajouté en 3 fois (0 h, 24 h et 36 h aprés le lancement de la réaction), avec 10 équivalents par
résidu de méthionine.

Plus en détail, 'ELP d’intérét est dissous dans un mélange composé a 90 % d’acide acétique et a 10 %
d’HFIP, qui améliore I'accessibilité a la chaine latérale de la méthionine. Une fois I'ELP dissous, de
I'allylglycidyl éther contenant la fonction époxyde est ajouté en trois fois et en trés large excés (10
équivalents/méthionine) dans le but d’introduire la fonction alcéne. Comme les résidus de méthionine
des ELPs sont moins réactifs que ceux de la poly(L-méthionine) (Deming 2017), les époxydes ont été

utilisés en exces et ajoutés en 3 fois pour limiter leur hydrolyse.

La réaction totale de thioalkylation se fait pendant 48 h a température ambiante sous atmosphere
inerte (argon). La mise sous argon permet d'éviter la réaction secondaire d'oxydation du thioéther par

I'oxygéne.

Le spectre RMN du proton de I'ELP M80 fonctionnalisé avec un alcéne est représenté dans la Figure
14. On observe la présence de l'intégralité des protons de I'ELP M80, ainsi que les protons nommés
«a, B, vy, 6 € et #»apportés par la réaction de thioalkylation. Le degré de fonctionnalisation a été

déterminé par intégration du pic de résonance des protons méthyle Met (-SCHs) par rapport au pic de
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résonance des protons asymétriques de la valine (position du résidu invité X, signal i) intégrant pour
60 H. Ce spectre montre que moins d’'un méthyle (-SCHs) (a 3,04 ppm dans I'ELP non modifié) est
présent au déplacement chimique de 2,8 ppm correspondant au soufre oxydé en sulfoxide (-S=0O(CHjs)).
La calibration avec le proton « i » permet d’obtenir les intégrales de tous les protons des polypeptides.
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Figure 14 : Spectre de RMN du proton de I’ELP M80-alcéne.
L’ELP a été dissous a une concentration de 8 mg/mL dans du D,0. L’expérience a été menée a une température de
298 K sur un appareil Bruker AVANCE Ill HD 400. Les principaux pics de I'ELP-M80 thioalkylé sont au niveau des
déplacements chimiques (en ppm) : 6,01-5,91 (22 H, CH alcéne, signal €), 5,37-5,27 (44 H, CH; alcéne, signal #), 4,64
—4,62 (22 H, CHa Met, signal j), 4,47—4,40 (160 H, CHa Val and Pro, VPGXG, signal c et d), 4,37-4,35 (22 H, CHOH Met,
signal B), 4,18-4,16 (60 H, CHa Val, VPGVG, signal i), 4,11-4,10 (44 H, CH, Met, signal &), 3,02-2,99 (66 H, SCH3 Met,
signal m), 1,00—-0,93 (940 H, CH3 Val, signal a). L’encadré vert correspond a la méthionine oxydée en sulfone.

On observe également le pic du contre ion (CHsCOQ") qui vient stabiliser 'ELP chimiquement modifié.
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Au total, 9075,6 mg d’ELP M80 ont été modifiés et 7913,6 mg ont été récupérés apres purification. Le
rendement de production moyen était de 87 %, avec 20 méthionines fonctionnalisées sur 21 pour tous

les lots.

La Tcp des ELP M80-alcene a été mesurée par turbidimétrie (Figure 15). Nous avons précédement
déterminé la Tcp de I'ELP M80 qui était de 27,3°C (100 uM en tampon PBS). Apres la réaction de
thioalkylation, nous n’avons pas observé de Tcp dans la gamme de température étudiée. Ceci peut
s’expliquer par l'introduction de charges positives le long de la chaine polypeptidique qui empéchent

I'aggrégation des polypeptides modifiés (Petitdemange et al. 2017).

-—M80
- M80-alcéne

DO a 350 nm

20 30 a0 50
Température(°C)

Figure 15 : Profil de turbidité des ELPs M80 et M80-alcéne.
La thermosensibilité des ELPs est mise en évidence grace a leur absorbance a 350 nm, en faisant varier la température
de 15 a 50 °C avec un incrément de 1 °C/min. Les ELPs ont été dissous dans un tampon PBS a une concentration de
100 pM.

4.2. Elimination du groupe méthyle de I'ELP M80-alcéne par réaction de
déméthylation.

Les mesures de turbidité de I'ELP M80 apres réaction de thioalkylation ont montré la perte de thermo-
sensibilité, ce qui n’était pas souhaité dans le cadre de notre étude. En effet, la coacervation des ELPs
pouvait étre un élément intéressant pour moduler les caractéristiques rhéologiques de I’'hydrogel en
fonction de la température. Nous avons donc décidé de déméthyler les groupements sulfonium pour
retrouver une fonction thioéther plus hydrophobe, et donc restaurer les propriétés de
thermosensibilité des ELPs. La réaction de déméthylation avait été préalablement établie par le Dr.

Petitdemange (Petitdemange et al. 2017) et optimisée par le Dr. Rosselin (Rosselin et al. 2019).

Nous avons déméthylé les groupes sulfonium de I'ELP M80-alcene en utilisant du
pyrrolidinedithiocarbamate d'ammonium (APDC) dans de I'éthanol a 75 % (5 équivalents/méthionine).
Cette réaction ayant pour but de créer des résidus de S-alkyl-L-homocystéine a été développée par le

Professeur Timothy Deming (Deming 2017) et a été adaptée aux ELPs (Figure 16).
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Figure 16 : Réaction de déméthylation de la méthionine, adapté de Rosselin et al., 2019.
L'ELP M80-alcéne a été dissous dans une solution a 75 % d'EtOH, puis du pyrrolidinedithiocarbamate d'ammonium
(APDC) a été ajouté avec 5 équivalents par résidu méthionine. La solution a été agitée sous Argon pendant 24 h et a
température ambiante.

Apres réaction, I'ELP-alcene déméthylé (d.ELP-alcene) a été dialysé et lyophilisé. Nous avons obtenu
un rendement de réaction de 68,3 %, en amélioration par rapport a celui publié en 2019 par Rosselin

et collaborateurs (44 %).

4.3. Caractérisation de I'ELP M80 déméthylé.
Le d.ELP M80-alcene a été analysé par électrophorese SDS-PAGE et par RMN du proton. Sa Tcp a été

évaluée par turbidimétrie a 350 nm.

43.1. SDS-PAGE.
Les ELPs M80, M80-alcéne et d.M80-alcéne ont été analysés par SDS-PAGE (Figure 17). On observe
une tres légeére augmentation de la masse moléculaire apparente des ELPs M80-alcene et d.M80-
alcéne, d’environ 2 kDa par rapport a I'ELP M80 non modifié. Ceci suggere que la réaction d’alkylation

s’est bien déroulée.
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Figure 17 : Electrophorése SDS-PAGE des ELPs M80, M80-alcéne et d.M80-alcéne.
10 pg de chaque ELP ont été déposés par piste. Aprés une révélation stain free (image de gauche), le méme gel a été
coloré avec du bleu de Coomassie colloidal InstantBlue™ (image de droite).

Dans les pistes M80-alcene et d.M80-alcene, d’autres bandes sont visibles a des masses moléculaires
plus élevées. Elles pourraient correspondre a des formes dimériques. Ce gel d’éléctrophorése étant
réalisé en présence de détergent (SDS), ces formes dimériques pourraient étre dues a la formation de
liaison covalentes intermoléculaires dont nous n’avons pas identifié la nature a ce jour. Toutefois, ces
dimeéres ne représentant qu’une population mineure de I'échantillon (< 5 %), nous n’avons pas cherché
a les éliminer. D’autres bandes de faibles intensités correspondant a des polypeptides de masses
moléculaires inférieures a celle du monomere sont également observées. Elles pourraient
correspondre a des produits de dégradation de I'ELP M80 suite aux réactions chimiques, car elles sont

quasiment absentes de I'ELP M80 de départ.

L'ELP d.M80-alcéne (Figure 17, piste 3) a globalement le méme profil de migration que celui de I'ELP
M80-alcéne. La bande majoritaire, correspondant au monomere, migre toutefois légerement plus bas,
ce qui pourrait traduire la perte des groupements méthyles. Des formes dimériques et des produits de

dégradation sont encore observés dans I'échantillon déméthylé.

140



Chapitre 1 : Production recombinante, post-modifications chimiques et caractérisation du polypeptide d’élastine.

43.2. RMN'H.
Les différents ELPs ont été analysés par RMN du proton, et les spectres correspondants sont présentés
dans la Figure 18. Le spectre de I'ELP M80 sert de référence. Les protons des alcénes sont entourés et
observables a des déplacements chimiques compris entre 5,2 et 6 ppm. Ces pics caractéristiques sont
absents de I'ELP M80 avant modification, présents sur le spectre de I'ELP M80-alcéne, et sont
conservés pour I'ELP d.M80-alcene. Ces résultats permettent de confirmer I'addition des groupes

alcénes sur les résidus de méthionine.
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Figure 18 : Spectre RMN du proton des ELPs M80, M80 thioalkylé (M80-alcéne) puis
déméthylé (d.M80-alcéne).
Les ELPs ont été dissous a une concentration de 8 mg/mL dans du D,0. L’expérience a été menée a une température
de 298 K sur un appareil Bruker AVANCE Il HD 400. Les pics des alcenes introduits par la réaction de thioalkylation
pour former 'ELP M80-alcene sont au niveau des déplacements chimiques (en ppm) : 6,01-5,91 (22 H, CH alcéne,
signal ) et 5,37-5,27 (44 H, CH; alcéne, signal #) retrouvés dans I’encadré. Le pic du méthyle a & = 2,75 est représenté
par une fleche. Le pic du contre-ion est indiqué (CH3COO").

6.0 5.5 5.0

Apres thioalkylation on observe I'apparition d’'un nouveau pic a 6 = 2,75 ppm. Ce pic étant absent du
spectre de I'ELP M80, sa détection dans I'échantillon M80-alcéne confirme que la réaction a bien eu
lieu. Apres la réaction de déméthylation visant a supprimer ce méthyle, nous observons que le pic a
2,75 ppm a bien disparu du spectre de I'ELP d.M80-alcéne. Ceci est également confirmé par la
disparition du pic du contre-ion. Ces résultats confirment que les réactions de thioalkylation puis de
déméthylation sont quasiment quantitatives, que I'un des résidus méthionine étant oxydée n'a pas été

alkylé, et que les structures chimiques de chaque ELP sont conformes aux attentes.
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4.3.3. Détermination de la Tcp des ELPs d.M80-alcéne.

L’objectif de la déméthylation des ELP-alcenes était de restaurer le caractere thermosensible.

Les profils de turbidité sont présentés dans la Figure 19. Une Tcp de 27,3°C a été mesurée pour I'ELP
M80. Apres thioalkylation, nous ne détectons plus d’agrégation de I'ELP modifié dans la gamme de
température étudiée. En revanche, la déméthylation de I'ELP d.M80-alcéne permet de retrouver une
Tcp de 26,1°C, proche de celle de 'ELP M80 a la méme concentration de 100 pM. On aurait pu
s’attendre a ce que la Tcp de I'ELP d.M80-alcéne soit plus élevée puisque celui-ci est plus hydrophile
que I'ELP M80 a cause des 20 fonctions supplémentaires, hydroxyle et éther, apportées par la réaction
de thioalkylation. Toutefois, 'augmentation de la masse moléculaire ayant un effet inverse (diminution
de la Tcp d’un ELP), cela peut finalement expliquer pourquoi les ELPs d.M80-alcéne et M80 ont des Tcp
équivalentes. Notre objectif de restaurer la propriété de thermosensibilité des ELPs alkylés a donc été

atteint.
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Figure 19 : Profil de turbidité des ELPs M80, M80-alcéne et d.M80-alcéne.
Les ELPs M80, M80-alcene et d.M80-alcéne ont été préparés a 100 uM dans un tampon Tris 10 mM pH 8. La
turbidimétrie a été analysée avec un spectrophotometre a 350 nm dans une gamme de température de 20 a 50 °C.
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V. Conclusion.

Dans ce premier chapitre, nous avons construit un clone correspondant a la séquence de I'ELP M80,

puis produit ce polypeptide par voie recombinante chez la bactérie E. coli.

L'ELP M80 recombinant a été caractérisé par différentes techniques. L’analyse par SDS-PAGE a montré
gu’il n'y avait pas de contamination importante par d’autres protéines, ce qui montre que la méthode
de purification par ITC est simple et efficace. La masse moléculaire de 33739 Da a été déterminée grace
a une analyse par spectrométrie de masse ESI-MS. Comme attendu pour une production
recombinante, la chromatographie d’exclusion stérique a montré une faible polydispersité du
polypeptide, avec un Pdi de 1,07. La spectrométrie de résonnance magnétique du proton a permis de
mettre en évidence la conformité de la structure de I'ELP, avec la présence de tous les protons attendus
ainsi que I'absence d’oxydation des résidus de méthionine. L’analyse par thermogravimétrie a montré
I'absence de composés inorganiques (sels) dans les ELPs purifiés. Finalement, les mesures de turbidité

ont permis de mesurer une Tcp de 27,3 °C a 100 uM en tampon Tris.

L’ELP M80 a ensuite été modifié de maniére chimio-sélective par l'insertion de groupes alcénes sur les
résidus de méthionine. Le rendement de réaction était de 87 %, et 20 méthionines sur 21 ont été
fonctionnalisées avec des groupes alcénes. Ces modifications chimiques ont conduit a des
groupements sulfonium dans la structure de I'ELP, ce qui s’est traduit par une perte de la

thermosensibilité.

Pour résoudre ce probléme, les ELPs M80-alcéne ont été déméthylés. Les analyses RMN ont confirmé
I’élimination des groupements méthyl des fonctions, et des contre-ions CH3COO". Les analyses de
turbidimétrie ont permis de montrer qu’aprés déméthylation, le d.ELP M80-alcéne retrouvait une Tcp

proche de celle de 'ELP M80 non modifié.

A ce stade des travaux, trois ELPs différents ont été produits : 'ELP M80, 'ELP M80-alcéne et le d.ELP
M80-alcéne. Les ELPs fonctionnalisés avec des groupements alcénes, soit I'ELP M80-alcene et le d.ELP
M80-alcéne, ont été sélectionnés pour servir de constituants dans le développement des hydrogels

qui fera I'objet du chapitre suivant.
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Figure S1 : Caractérisation de la turbidimétrie de I’ELP M80.
Une gamme de concentration allant de 1 pM a 250 pM a été réalisée dans un tampon Tris 10 mM pH 8.
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Figure S2 : Caractérisation de la turbidimétrie de I'ELP M100.

Une gamme de concentration allant de 1 uM a 250 uM a été réalisée dans un tampon Tris 10 mM pH 8.
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l. Introduction.

Les lésions osseuses sont des pathologies fréquentes dont la réparation peut étre problématique,
notamment dans le cas des fractures de taille critique. Les autogreffes et les allogreffes osseuses
constituent alors les principales stratégies de réparation, mais I'accés aux greffons autologues est
souvent limité, et il existe des risques immunologiques liés aux allogreffes. Pour pallier ces problémes,
nous avons souhaité développer une matrice de type hydrogel, dépourvue de cellules et de facteurs
de croissance, pour régénérer un tissu osseux innervé et vascularisé. Cette matrice doit étre
biocompatible, poreuse et biodégradable (Marrella et al. 2018). En outre, il est également important
que le biomatériau mime au mieux la matrice extracellulaire (MEC). En effet, la MEC osseuse est une
matrice trés poreuse qui fournit un microenvironnement tridimensionnel (3D) nécessaire a I'adhésion,
a la prolifération et a la migration des cellules. Ces phénomeénes ne peuvent se produire que dans un
environnement interconnecté permettant I'échange des molécules nutritives et des facteurs de

signalisation (Li et al. 2001; Tibbitt & Anseth 2009).

L'utilisation d'hydrogels pour I'ingénierie des tissus osseux est un choix intéressant car il est possible
de moduler leur porosité par différentes techniques telles que le « solvent casting », |la lyophilisation,
le moussage de gaz ou I'électrofilage (Annabi et al. 2010). Les hydrogels sont constitués d'un réseau
de chaines de polyméres hydrophiles. Lorsque les chaines de polymeres sont maintenues entre elles
par des liaisons covalentes créées par réaction chimique, elles peuvent former un
microenvironnement 3D. On obtient alors des réseaux trés absorbants qui, en raison de leur
importante teneur en eau, possédent un degré de flexibilité trés similaire a celui des tissus naturels
(Annabi et al. 2010; Lee & Mooney 2001). Par ailleurs, les hydrogels sont généralement

biocompatibles, peu inflammatoires, et peuvent étre fonctionnalisés (Park 2011).

Plusieurs études se sont intéressées au développement d'implants a base d'hydrogels pour favoriser
la régénération osseuse. Ces stratégies sont en général basées sur I'utilisation d’un hydrogel
supplémenté soit avec des cellules, soit avec des facteurs de croissance, voire avec les deux combinés
(Gaihre et al. 2021; Garcia et al. 2016; Hasani-Sadrabadi et al. 2020; Rohman et al. 2019). Malgré des
résultats prometteurs, ces deux approches comportent certaines limites comme une reglementation
complexe sur l'utilisation des cellules autologues en ingénierie tissulaire, ou encore une libération
incontrolée des facteurs de croissance utilisés le plus souvent a des concentrations non physiologiques.
Ainsi, l'utilisation de matrices sans cellules et sans facteurs de croissance pourrait étre une alternative
plus simple pour pallier ces complications, pour simplifier I'approbation par les autorités sanitaires, et

pour obtenir un produit prét a I'emploi (Zigdon-Giladi et al. 2015).
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A I'heure actuelle, la plupart des biomatériaux osseux disponibles ont pour objectif de stimuler la
formation osseuse, mais peu d’entre eux induisent une vascularisation et une innervation suffisante,
ce qui entraine un manque d'intégration des réseaux neurovasculaires aprés implantation. La
conséquence est le plus souvent un échec de la réparation (Marrella et al. 2018). Dans ce contexte,
notre équipe avait déja travaillé sur |'utilisation de peptides de type élastine (ELP) pour produire des
hydrogels. Les ELPs sont des biopolymeéres recombinants prometteurs pour certaines applications
biomédicales. Ce sont des polypeptides dérivés de |'élastine qui peuvent étre modifiés chimiquement
a des fins de réticulation. Une stratégie courante pour induire une fonctionnalisation biologique de ces
ELPs consiste a les combiner avec des peptides biomimétiques pour permettre, par exemple, le
recrutement de certains types cellulaires, la dégradation de la matrice ou la fixation de certains

minéraux.

Dans ce contexte, nous avons choisi d’utiliser (i) les polypeptides de type élastine ELP M80-alcéne
obtenus dans le Chapitre 1, (ii) deux peptides d'adhésion dérivés de la laminine (IKVAV et YIGSR) pour
augmenter le recrutement des cellules neuronales et vasculaires, (iii) un site protéolytique PVGLIG
pour faciliter la dégradation de la matrice par les enzymes MMP2 et favoriser la migration cellulaire,
(iv) des particules d'hydroxyapatite (HA), et (v) le peptide SNA15 qui permet la nucléation du
phosphate de calcium (Raj et al. 1992) et donc d’obtenir une distribution homogéne des particules de

HA dans I'hydrogel.
Les objectifs de ce Chapitre 2 ont été les suivants :

e Déterminer la formulation optimale en termes de concentration en polymere et de rapport
molaire entre les peptides bioactifs et 'ELP M80 fonctionnalisé.

e Optimiser le temps d’irradiation UV pour obtenir un hydrogel.

e Obtenir un hydrogel ayant une porosité suffisante et des pores interconnectés pour générer
un environnement favorable aux échanges de nutriments et d’oxygene, et ainsi favoriser la
colonisation cellulaire.

e Mettre en évidence I'importance du peptide SNA15 dans la rétention et la répartition des

particules de phosphate de calcium a l'intérieur de la matrice.
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Il. Matériels et méthodes.

2.1. Préparation et analyse des particules d’hydroxyapatite (HA).

2.1.1. Synthése de I'HA.
L’hydroxyapatite a été préparée par précipitation chimique humide (Fricain et al. 2013). La réaction se
fait a 40°C. Brievement, de I’acide phosphorique (85 %, Sigma® #W290017-1KG-K) a été ajouté goutte
a goutte a une solution d’hydroxyde de calcium (96 %, Sigma® #31219-1kg) préalablement préparée.
Le pH est maintenu supérieur a 9 avec de 'ammoniaque (28 %, VWR® #21 190.292). Apres 10 h de
repos, 2 phases apparaissent et le surnageant est éliminé. Trois lavages a I'’eau milliQ (centrifugation
4000 rpm 20°C, 4 min) ont été réalisés, suivis d’'une congélation a -80°C pendant 1 h et d’une
lyophilisation. Le bloc obtenu a été cassé a I'aide d’un mortier et tamisé a 200 um pour obtenir une
poudre d’HA. Les concentrations des différentes solutions d’HA ont été déterminées aprés

lyophilisation.

2.1.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR).
L’hydroxyapatite a été analysée par Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR). Les spectres ont été
enregistrés a température ambiante sur un instrument Bruker® VERTEX 70 (résolution 4cm™, 64
balayages, DLaTGS MIR) équipé d'un modeéle Pike GladiATR (cristal de diamant) pour la réflectance

totale atténuée (ATR).

2.1.3.  Analyse par Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS).
La taille des particules d’"HA avant filtration a été mesurée par Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS)
sur un appareil Vasco™ Flex (Cordouan Technologies™). La taille des particules apres filtration a été
calculée a l'aide de I'appareil Nano—ZS90 (Malvern®). Cette technique non destructive permet
d'accéder a la taille de particules en suspension. 300 plL de chaque échantillon ont été déposés dans
une microcuvette, et les résultats ont été analysés avec le logiciel ZetaSizer®. Le diametre moyen et la
polydispersité (PDI) ont été moyennés, I'écart-type a été calculé a partir des statistiques des

différentes mesures.

2.2. Obtention des matrices a composites a base d’ELP M80.

2.2.1. Préparation des solutions.
L'ELP M80 alkylé a été préalablement dissous dans une solution de Sodium-Phosphate 10 mM a pH 6,5
(NaH2POs/Naz2HPQOa4) afin d’obtenir une solution d’ELPs a 20 % (m/v). Les peptides-SH, contenant une
cystéine a leurs extrémités N- et C-terminale, ont été dissous dans un mélange 1:9 (v/v) d’éthanol et

du méme tampon sodium-phosphate jusqu’a I'obtention d’une concentration massique de 2,5 %

(m/v).
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2.2.2. Photo-réticulation des différentes matrices d’ELPs.
Le premier peptide de séquence CBA-IKVAV-GGG-PVGLIG-GGG-YIGSR-BAC est composé des deux
séquences d’adhésion cellulaire IKVAV et YIGSR dérivées de la laminine, et de la séquence PVGLIG qui
est un site de clivage des enzymes MMP2. Trois glycines ont été insérées de part et d’autre du site
protéolytique pour permettre un meilleur acces aux protéases. Les groupes thiols des cystéines

permettent la réticulation avec les alcénes présents dans I'ELP M80 chimiquement modifié.

Le deuxiéme peptide, SNA15 (Raj et al. 1992), a pour séquence CBA-DDDEEKFLRRIGRFG-BAC. C’'est un
peptide de nucléation du phosphate de calcium dérivé de la protéine salivaire stathérine (Bennick

1982).

Les deux peptides contenant les cystéines a leurs extrémités N et C-terminales ont été obtenus aupres

de la société GenScript®.

Les matrices ont été produites sous irradiation UV par réaction thiol-éne avec un rapport équimolaire
de thiol et d'alcene. Les concentrations des peptides-thiol et des ELP-alcéne sont présentés dans le

Tableau 1.

ELPMS0 12,18 18,26 24,36
IKVAV/YIGSR 3,93 5,89 7,85
SNA15 3,90 5,84 7,79

Tableau 1 : Concentration en ELP et peptides en mg/ml utilisés pour former les matrices.

L’obtention du polypeptide modifié ELP M80-alcene, de masse moléculaire 33,7 kDa, a été décrite dans

le chapitre précédent.

Les solutions contenant les mélanges d’ELPs et de peptides ont été préparées, pipetées dans des
moules cylindriques en silicone de diametres variables selon I'application, et congelées a -20 °C
pendant 24 h. La réticulation chimique des matrices a été réalisée a I'aide du photoinitiateur Irgacure®
2959 (#410896, CAS Number : 106797-53-9, Sigma-Aldrich) (0,05 % m/v) sous exposition a la lumiere
UV (A =305 nm). Les matrices ont ensuite été hydratées pendant 24 h avant d'étre lyophilisées (Figure
1). Différentes formulations de matrices ont été produites en faisant varier la concentration finale en

ELPs et peptides, le temps de réticulation, et la concentration en HA.
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Figure 1 : Méthode de production des matrices a base d’ELPs.
(A) Tous les constituants sont préparés dans une méme solution. (B) lls sont ensuite déposés dans des moules et
congelés a -20 °C pendant 24 h pour permettre la formation des cristaux d’eau, avant I'irradiation UV. La réticulation
des thiols et alcénes se fait autour des cristaux d’eau. (C) Les matrices obtenues sont hydratées pendant 24 h puis
congelées a-80 °C pour former d’autres cristaux d’eau. (D) Les matrices congelées sont lyophilisées, les cristaux d’eau
se transforment en pores par sublimation.

2.3. Caractérisation des matrices composites d’ELPs.

2.3.1. Tests rhéologiques.
Tous les tests rhéologiques ont été réalisés avec des hydrogels hydratés et préalablement réticulés,
sur un rhéometre Kinexus pro + (Malvern Instruments®, Royaume-Uni). Les résultats ont été traités

avec le logiciel rSpace®.

Tests de déformation : détermination du domaine linéaire de viscoélasticité.
La viscoélasticité linéaire caractérise le comportement élastique et dissipatif d’'un matériau en petites
déformations. Ici, une contrainte constante de fréquence 1 Hz a une température de 37°C a été

appliquée, et la déformation au cours du temps a été mesurée.

Tests de balayage en fréquence et en température.

En rhéologie, un module est défini comme le rapport d'une contrainte par un déplacement (en Pa). Ce
test nous permet de déterminer le module de stockage (G’) et le module de perte (G”). G’ correspond
a I'énergie élastique emmagasinée pendant |'expérience, et G” caractérise I'énergie dissipée sous

forme de frottements visqueux.

Les balayages de fréquence ont été effectués avec une déformation constante (0,1 %) dans la plage de
fréquence angulaire comprise entre 0,1 et 100 rad/s. Les mesures ont été faites a 20 °C (T<Tcp du d.ELP

M80-alceéne) et 37 °C (T>Tcp du d.ELP M80-alcéne).

Pour les tests de balayage en température, elle a été augmentée de 1°C/min entre 10 et 50°C.
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2.3.2.  Microscopie électronique a balayage (MEB).

MEB couplé a la microanalyse a rayons X dispersive en énergie (EDX).

L'analyse par microscopie électronique a balayage a été réalisée afin de visualiser la microstructure de
la matrice. Les échantillons ont été soumis a une métallisation avec des particules d'or et de palladium
pendant 45 sec en utilisant le métaliseur Quorum®, puis ont été visualisés par MEB (HITACHI TM3030).
Les matrices ont été observées a l'aide de détecteurs SEI et LElI fonctionnant a une tension
d'accélération de 15 kV, avec une distance de travail d'environ 15 mm. Les grossissements ont varié

entre 30 X, 100 X, 400X et 1000 X.

L'élément calcium a été identifié par EDX (FEl Quanta 250). Les matrices ont été évaluées a des
grossissements multiples avec le MEB. Les pores ont été quantifiés a partir des images MEB en utilisant

le logiciel Imagel.

Cryo-Microscopie Electronique a Balayage.

Pour visualiser la microstructure de I'hydrogel et déterminer la taille des pores hydratés, une analyse
par cryo-microscopie électronique a balayage (cryo-MEB) a été réalisée sur la plateforme Placamat
(PLateforme Aquitaine de CAractérisation des MATériaux - Bordeaux, UMS CNRS 3626) avec le Dr

Philippe Legros.

Les hydrogels ont été préalablement hydratés pendant 24 h dans de I'eau milliQ. Ils ont ensuite été
montés sur un porte-échantillon, plongés dans de I'azote pateux, puis transférés dans une préchambre
de I'appareil Gatan Alto 2500 (Pleasanton, CA, USA) refroidie a -100 °C sous vide. Les échantillons ont
ensuite été coupés avec un scalpel, et le contenu en eau a été sublimé a -40 °C pendant 5 min. Les
échantillons ont ensuite été recouverts par une pulvérisation cathodique d'or-palladium pendant 120
sec, puis ils ont été transférés sur la platine cryogénique du microscope a une température d’environ
-150 °C. La morphologie a été caractérisée par MEB (JEOL JSM- 6700F) en utilisant des détecteurs SEI
et LEl fonctionnant a une tension d'accélération de 5 et 15 kV, avec une distance de travail d'environ
8 mm et des grossissements variant entre 100 x et 10 000 x. Des images d'au moins trois régions
différentes de chaque hydrogel ont été enregistrées. Le logiciel ImagelJ a été utilisé pour quantifier la

taille des pores.

2.3.3. Interconnexion des pores.
Afin d'analyser l'interconnectivité des pores, les matrices ont été hydratées pendant une nuit dans du
PBS 0,1 M, puis incubées pendant 10 min dans une solution contenant 1 uM de FITC-Dextrane 70 kDa
(Sigma®). La diffusion de la fluorescence au coeur de la matrice a été évaluée avec un microscope
confocal (Leica TCS SPE 5 Confocal Laser Scanning Microscope), en prenant des acquisitions totales de

500 um en z, soit une acquisition tous les 5 um. La microscopie confocale a été utilisée pour déterminer
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I'interconnectivité des pores sur des matrices sans cellules. Une matrice de Pullulane / Dextrane (PuD)

et une éponge de collagéne ont été utilisées comme témoins positifs.

2.4, Test de viabilité cellulaire et de cytotoxicité.
La viabilité cellulaire dans les différentes matrices a été évaluée par le test Live/Dead® (Invitrogen
#1L3224). Ce test est basé sur une reconnaissance visuelle simple de la viabilité cellulaire : les cellules
vivantes apparaissent en vert, alors que les cellules mortes apparaissent en rouge. Brievement, le
colorant non fluorescent acétoxyméthyl calcéine (AM) est transformé par I'activité estérase
intracellulaire des cellules vivantes en calcéine fluorescente (verte). Pour les cellules mortes,
I’'homodimere-1 d’éthidium rouge fluorescent pénétre dans les cellules dont les membranes

plasmiques ont été lysées, et va se lier a ’ADN double brin.

La solution de Live/Dead® a été préparée selon les recommandations du fabriquant. L’activation de la
solution Live/Dead® a été réalisée a 37 °C pendant 15 min a l'abri de la lumiére. Les matrices
supplémentées en cellules ont été incubées avec la solution de Live/Dead® pendant 15 min a 37 °C.

Les acquisitions ont été réalisées a I'aide du microscope confocal (Leica TCS SPE 5 DMI 40008B).

2.5. Analyses statistiques.
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Graphpad Prism 5.0 en utilisant les tests de
Kruskal-Wallis ou d'ANOVA, suivis de post-tests de Dunett ou de Bonferroni, respectivement. Le test
non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer deux groupes. Une valeur p inférieure

a 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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1. Formulation des hydrogels.
Pour économiser nos peptides bioactifs, des tests préliminaires d’optimisation ont été réalisés a 'aide
d’un peptide de composition similaire. Ces essais nous ont permis de définir les concentrations en ELPs
et peptides, les meilleurs rapports thiol/alcéne ainsi que les temps optimaux d’irradiation sous UV pour

catalyser la formation des liaisons covalentes.

La qualité des gels a été évaluée grace a des analyses rhéologiques. De fagon plus précise, pour obtenir
une innervation efficace au sein d’'un hydrogel, celui-ci doit avoir un module de conservation G’
compris entre 1 kPa et 1,5 kPa (Koch et al. 2012). Un hydrogel possédant ces caractéristiques avait déja
été obtenu au laboratoire. Il était composé d’ELP M40-alcéne a une concentration massique finale de
40,1 %, d’un peptide IKVAV a une concentration de 4,9 %, et de PEG-SH a 4 bras (20 kDa, JenKem®
USA) a une concentration finale de 55,1 % (Dos Santos et al. 2019). L'un de nos objectifs était d’obtenir
des hydrogels aux caractéristiques rhéologiques similaires mais dépourvus de PEG. En effet la présence
de PEG peut empécher une dégradation de I’hydrogel, et peut provoquer des réactions immunitaires

(Branch et al. 2001).

3.1. Détermination des parameétres et formulation des hydrogels.
Le peptide GYSRI de séquence CBA-GYSRI-BAC est un peptide contrdle, ou « scramble », du peptide
biologiquement actif YIGSR. Ce peptide a été utilisé pour les essais préliminaires. C'est un peptide
linéaire, possédant a ses deux extrémités des cystéines fournissant les groupes thiols nécessaires a la
photo-réticulation des hydrogels. Ces deux cystéines sont séparées du peptide GYSRI par des résidus
alanine sous forme B. Cet acide aminé B-Ala est non naturel, et a ici un role d’espaceur. En effet, dans
les expériences suivantes nous utiliserons des peptides biologiquement actifs, et la présence des acides
aminés espaceurs entre les sites de couplage aux alcénes et la séquence peptidique permettra une

meilleure interaction avec les cellules.

3.1.1. Choix du rapport molaire entre alcéne et thiol.

3.1.1.1. Utilisation d’un Stratalinker a des fins de standardisation.
Dans le but de standardiser la méthode d’obtention des hydrogels, nous avons tout d’abord évalué
I'utilisation d’un Stratalinker UV modéle 1800 de Stratagéne®. Cet appareil a été développé pour fixer
les molécules d’ADN ou d’ARN sur des membranes en nylon pour les analyses transcriptomiques de
type « northern Blot » ou « Southern Blot ». L’avantage de cet outil est qu’il est possible de contréler
certains parameétres (temps d’exposition, énergie émise). L'idée était de déterminer les parametres

optimaux tels que I'énergie nécessaire a la réticulation compléete de I’'hydrogel. Cet appareil fonctionne
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a une longueur d’onde de 254 nm, ce qui correspond au début du spectre d’absorption de I'lrgacure

D2959 utilisé comme photo-amorceur de la réticulation des hydrogels (Figure 2).
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Figure 2 : Structure chimique et spectre d’absorption de I'lrgacure D-2959
(Ciba Specialty Chemicals Inc).

Des gels ont été obtenus avec I'ELP M80-alcene et le peptide GYSRI en utilisant un rapport molaire de
X:Y et une concentration massique finale de 7,5 % (m/v), concentration identique a celle

précédemment utilisée par Dos Santos et ses collaborateurs (Dos Santos et al. 2019).

3.1.1.2. Choix du rapport molaire entre alcéne et thiol.
Différents rapports molaires (1:1, 1:3 et 2:1) entre les alcénes des ELPs et les thiols des peptides GYSRI

ont été évalués.

Les différents constituants ont été mélangés puis déposés dans les puits d’une plaque de culture
cellulaire. La plaque a ensuite été positionnée dans le stratalinker, et une énergie d’irradiation de 13,4
Joules a été appliquée. Le rapport équimolaire (1:1) entre les alcénes et les thiols a permis la formation
d’un hydrogel. Le mélange contenant un excés d’alcene (1 alcene pour 3 thiols) ne s’est pas gélifié
correctement, nous avons obtenu une solution visqueuse de couleur jaune. Cela pourrait étre di a la
présence de tyrosines dans la séquence GYSRI qui, aprés oxydation, formeraient des liaisons dityrosine
(Malencik et al. 1996). Le mélange contenant un exces de thiols (2 thiols pour 1 alcéne) ne s’est pas

gélifié de facon homogene, donnant des morceaux de gels dispersés dans une phase liquide.

Compte-tenu de ces résultats, le nombre de fonctions alcénes disponibles pour la réticulation semble
étre un critére plus important que le nombre de thiols. Le rapport équimolaire semblait le plus a méme

de donner une structure capable de former des hydrogels homogénes.

Tous les hydrogels présentés dans la suite du document ont donc été produits avec un rapport

équimolaire entre les groupements thiols des peptides et les alcénes de I'ELP.

Au cours de cette étape d’optimisation, nous avons été confrontés a un probleme d’utilisation du

Stratalinker : en raison d’une puissance trop faible (3000 pwatts/cm?) plusieurs heures d’irradiation
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étaient nécessaires pour former les hydrogels. Pour la suite des expériences, nous avons donc décidé
de revenir a un systéme d’irradiation plus complexe a normaliser, mais qui avait déja fait ses preuves
(Dos Santos et al. 2019). Le transilluminateur est un appareil normalement utilisé pour visualiser les
molécules d’ADN apres électrophorése en gel d’agarose. L'appareil émet a une longueur d’onde de
305 nm, ce qui correspond a la fin du spectre d’excitation de I'lrgacure D2959 (voir Figure 2).
L’avantage de ce systéeme est que la puissance d’irradiation (10000 uW/cm?) est trés largement
supérieure a celle développée par le stratalinker. Le transilluminateur présente en revanche deux
inconvénients. Le premier est qu’il n’y a aucun moyen de contréler la quantité d’énergie recue par
I’échantillon. Or, il est connu que les tubes UV perdent de leur efficacité au cours du temps, et il est
donc probable que I'énergie recue par I’échantillon puisse varier entre plusieurs expériences, et que
cette énergie varie d’un transilluminateur a I'autre. Le second inconvénient est que le montage reste
peu standardisé, la distance entre I'’échantillon a irradier et la source des UVs pouvant légérement

varier d’une expérience a l'autre.

3.1.2. Choix du polymere constitutif des hydrogels : ELP M80-alcéne ou d.ELP M80-alcéne.
3.1.2.1. Choix du polymere entre I'ELP M80-alcéne et le d.ELP M80-alcene.
Deux types de gels ont été produits dans les mémes conditions, les premiers sont composés de I'ELP
M80-alcéne, et les seconds des d.ELP M80-alcéne (voir Chapitre 1). Notre objectif était de savoir si les
gels obtenus dans ce dernier cas étaient thermosensibles, ce qui ne pouvait pas étre le cas des gels

obtenus avec I'ELP M80-alcéne puisque ce dernier n’avait pas de Tcp (voir Chapitre 1).

ELP M80-alcene d.ELP M80-alcene

Figure 3 : Photo représentant les gels d’ELP M80-alcene et de d.ELP M80-alcene chauffés a
50°C.

Les gels ont été obtenus en rapport équimolaire avec le peptide GYSRI, apres 8 minutes d’exposition aux UV. Ces gels
étaient tous a une concentration massique finale de 7,5 % (m/v). Les gels ont été réalisés dans des moules spéciaux

correspondant au diametre du rhéomeétre. Apres immersion dans une solution de PBS, ils ont été chauffés a 50 °C.

Les gels obtenus avec les ELP M80-alcéne et d.ELP M80-alcéne ont été analysés par des tests
rhéologiques, le but principal étant d’obtenir la relation entre la contrainte appliquée au matériau et
la déformation résultante afin de choisir I'hydrogel présentant les meilleures propriétés. Ces gels

avaient une forme cylindrique, une épaisseur de 1 mm et un diameétre d’environ 2 cm.
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3.1.2.2. Analyses rhéologiques.

3.1.2.2.1. Tests de déformation.
Pour ce premier test, une fréquence constante de 1 Hz (6,283 rad/s) a été appliquée a une température

de 37 °C. Ce test permet de déterminer la limite d’élasticité des gels, celle-ci étant déterminée par la
rupture de la linéarité des fonctions G’ (ou G”) = f(% déformations). Les modules G dépendent
essentiellement des mouvements des segments des chaines polymériques et de la densité des zones
de jonction. On observe sur la Figure 4 I'évolution des modules G’ et G”” en fonction du pourcentage

de déformation pour les deux types de gel étudiés.

ELP M80-alcéne d.ELP M80-alcene
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Figure 4 : Analyse rhéologique des hydrogels composés d’ELP M80-alcéne
et de d.ELP M80-alcéne.
Les hydrogels ont été produits dans un moule cylindrique avec un diametre de 2 mm et une épaisseur de 1 mm, a
une concentration finale de 7,5 % (m/v). Une contrainte constante a été appliquée (fréquence = 1 Hz) a une
température de 37 °C. Le pourcentage de déformation varie de 0,01 % a 200 %. Les fleches rouges indiquent le point
de rupture.

Nous observons que jusqu’a environ 10 % de déformation le module G’ des deux types d’hydrogels est
indépendant de I'amplitude appliquée. Cela correspond au domaine linéaire de viscoélasticité. Nous
observons ensuite I'apparition d’une rupture, avec un point de déformation critique a 10 % pour le gel
a base d’ELP M80-alcene et a 12 % pour le gel composé de d.ELP M80-alcéne. Ces résultats suggérent
que les gels a base d’ELP M80-alcéne pourraient étre un peu moins résistants que ceux a base de d.ELP

M80-alcéne, mais la différence ne semble pas significative.

On note que les points auxquels se croisent le module de conservation G’ et le module de perte G”
sont différents pour les deux types de gels. lls se trouvent respectivement a 20 % et 40 % de
déformation, suggérant une plus grande résistance a la déformation des gels constitués des ELP-
alcénes déméthylés.

3.1.2.2.2. Test de balayage en fréquence.
Le test de balayage en fréquence d'oscillation est un test ou I'échantillon est soumis a différentes
fréquences d’oscillations, variant ici de 0,1 a 100 rad/s, pour mesurer les changements du module G'

élastique (ou de stockage). Dans notre cas, nous avons aussi voulu obtenir des informations quant a
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I'influence de la température sur les caractéristiques mécaniques des gels. Pour cela, les mesures ont
été effectuées a 20 °C et 37 °C, soit au-dessous et au-dessus de la Tcp des d.ELP M80-alcéne (Tcp =

26,1 °C, cf. Chapitre 1). Les résultats sont montrés dans la Figure 5.
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Figure 5 : Test de balayage en fréquence des hydrogels a base d’ELP M80-alcéne

ou de d.ELP M80-ailcéne.
La concentration des hydrogels était de 7,5 % (m/v). Le module de stockage (G') est indiqué. Les mesures ont été
réalisées a 20 °C et 37 °C.

Pour chaque échantillon et température, nous observons que la valeur de G’ reste relativement

constante a toutes les fréquences étudiées, ce qui confirme que nous avons bien obtenu des gels.

Les modules G’ des gels a base d’ELP M80-alcéne sont respectivement de 1,07 et 1,09 kPa a 20 °C et
37 °C, indiquant lI'absence de thermosensibilité. Ces résultats sont concordants avec ceux
préalablement obtenus dans le Chapitre 1 montrant la perte de Tcp de I'ELP M80 apres alkylation. De
facon plus surprenante, les valeurs du module G’ des gels composés de d.ELP M80-alcéne, sont
similaires a 20 °C (0,91 kPa) et 37 °C (1 kPa). Or, on pouvait s’attendre a des valeurs plus élevées a 37
°C en raison de la coacervation des polyméres de d.ELP M80-alcéne (Tcp d’environ 26,1 °C). Il apparait
donc que ce phénomeéne de coacervation pourrait disparaitre quand les chaines de polymeres sont
réticulées, la présence de liaisons covalentes inter-chaines ne permettant pas les changements de

conformation nécessaires au processus de coacervation.

Pour conclure, les propriétés rhéologiques des hydrogels sont globalement similaires, que les ELPs

possedent une Tcp (d.ELP M80-alcene) ou pas (ELP M80-alcene).
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3.1.2.2.3. Tests de balayage en température.
Un gel est formé de deux milieux dispersés I'un dans l'autre. Le premier milieu est dit « solide », et est

constitué de longues molécules connectées entre elles par des points de réticulation pour former le
réseau tridimensionnel (3D), et le second est un milieu liquide, appelé « solvant ». Dans les gels
chimiques, les monomeres sont associés entre eux par des points de réticulation de forte énergie, les
liaisons covalentes. Le réseau alors formé possede une tres grande stabilité et ne peut étre dissous
que par réversion des liaisons covalentes et/ou dégradation des polyméres. Dans notre cas, les liaisons

thiol-éne sont irréversibles.

Les expériences précédentes avaient été effectuées a deux température (20 et 37 °C). Pour avoir une
vision plus fine de I'effet de la température, nous avons mesuré le module G’ en faisant varier la

température de 10 a 50 °C (Figure 6).
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Figure 6 : Test de balayage en température des hydrogels a base d’ELP M80-alcéne
et de d.ELP M80-alcéne.
Les hydrogels étaient a une concentration de 7,5 % (m/v). Le module de stockage (G') est indiqué. Les mesures ont
été réalisées sur 4 hydrogels ELP M80-alcéne et 3 hydrogels d.ELP M80-alcene, en faisant varier la température de 10
a50°C.

Pour les gels d’ELP M80-alcéne, le module G’ a varié de 1126 +/-558 Pa a 10 °C jusqu’a 1513 +/- 875 Pa
a 50 °C. Pour les gels d.ELP M80-alcéne, le module G’ a varié entre 1234 +/- 413 Paa 20 °Cet 1712 +/-
78 Pa a 50 °C. Ces résultats confirment gqu’il n'y a pas de différence significative entre les deux
hydrogels a des températures physiologiques. La légére augmentation de la valeur G’ observée pour
les deux gels au-dessus de 40 °C ne peut pas étre attribuée a un phénomene de coacervation puisque
les ELP M80-alcénes ont perdu cette propriété. Nous pensons plutét que cela traduit une légere

déshydratation des hydrogels, qui entraine une compacité plus importante.

Nous pouvons également noter une grande variabilité des résultats obtenus pour un méme type de
gel. Cela pourrait s’expliquer par la variation du nombre de liaisons covalentes créés par la réaction

thiol-ene dans les gels d’'une méme composition. Pour confirmer cette hypothése, nous aurions pu
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doser les cystéines libres qui n’ont pas réagi lors de la formation du gel. L'inconvénient de ce type de
dosage est toutefois que I’hydrogel doit étre préalablement dissous, ce qui nécessite la rupture des
liaisons covalentes. Il n'est donc pas possible de distinguer les thiols libres de ceux qui étaient
auparavant engagés dans les liaisons thiol-éne. Toutefois, nous remarquons pour les gels d.ELP M80-
alcéne une diminution de I'écart-type entre 40 et 50 °C: cela pourrait s’expliquer par la présence
d’ELPs non réticulés dans le gel, et ces ELPs thermosensibles pourraient s’agréger et modifier la valeur
de G’. Toutefois, il est vraisemblable que ces d.ELPs M80-alcéne libres soient présents en trop faible

concentration pour avoir un effet plus marqué sur la rigidité du gel.

3.1.2.2.4. Analyse de la cytotoxicité des hydrogels.
La cytocompatibilité de nos hydrogels a base d’ELP M80-alceéne et de d.ELP M80-alcéne a été évaluée

par un test de viabilité cellulaire. Nous avons utilisé des cellules souches mésenchymateuses issues de
la moelle osseuse de rat (rMSCs) et un test Live/Dead qui permet le marquage fluorescent des cellules
vivantes et mortes. Les cellules vivantes émettent une fluorescence verte tandis que les cellules mortes

fluorescent dans le rouge.

Live Dead Merge

Figure 7 : Cytotoxicité des hydrogels d’ELP M80-alcéne et de d.ELP M80-alcéne.
Images au microscope a fluorescence des rMSCs apres 4 jours de culture dans les deux types d’hydrogels, colorées
avec le test Live/Dead. Les cellules viables sont marquées a la calcéine (vert) et les cellules non viables sont marquées
a I'éthidium (rouge). Barre d’échelle = 100um.
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Les deux hydrogels ont été ensemencés avec le méme nombre de cellules issues d’'une méme culture.
La culture des rMSCs sur les hydrogels a été maintenue pendant 4 jours, puis un test de viabilité
cellulaire a été réalisé (Figure 7). Nous observons I'absence de cellules mortes avec les hydrogels d’ELP
M80-alcéne, alors que nous en détectons aprés culture sur les hydrogels constitués de d.ELP M80-
alcéne. Par ailleurs, dans les gels d’ELP M80-alcene nous observons un grand nombre de cellules, et
celles-ci ont une morphologie allongée propre aux MSCs. Une quantité moindre de cellules a été
visualisée sur les hydrogels constitués de d.ELP M80-alcene, et celles-ci sont de forme arrondie. Cette

mortalité cellulaire observée en présence des hydrogels de d.ELP M80-alcéne est peut-étre due a la
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présence de traces de méthanol qui a été utilisé lors des dialyses du polymeére. Bien que n’ayant
détecté en RMN du proton aucun pic correspondant au méthanol, nous ne pouvons pas exclure la

présence de traces de cet alcool toxique pour les cellules (Lawrence & Haggerty 1971).

Pour conclure ce paragraphe 3.1.2, contrairement a nos attentes, les analyses rhéologiques des
hydrogels n’ont pas montré d’avantages a utiliser le d.ELP M80-alcéne plutdt que I'ELP M80-alcene,
bien que le premier soit thermosensible a I’état de monomere. Le fait que ce polymere soit utilisé dans
un hydrogel réticulé par liaison chimique empéche le repliement total du polymére pour sa
coacervation a contrario des gels physiques dans lesquels les ELP ont la capacité de changer de
conformation (Betre et al. 2002; Martin et al. 2009; Trabbic-Carlson et al. 2003). D’autre part, les
étapes successives de modifications chimiques de thioalkylation (rendement de 87,0 %) et de
déméthylation (rendement de 68,3 %) sont laborieuses et entrainent une perte de polymeére. Enfin, les
tests de cytotoxicité cellulaire montrant une mortalité des rMSCs avec les hydrogels constitués de
d.ELP M80-alcéne, nous avons choisi d’abandonner I'utilisation de ce polymeére pour nous consacrer

a l'utilisation d’hydrogels a base d’ELP M80-alcéne non déméthylés.

3.2. Synthése des particules d’hydroxyapatite (HA) pour la formation des matrices
composites.

L’objectif de cette these est de développer des matrices composites composées d’'une phase organique

fonctionnalisable (ELPs, peptides biomimétiques, peptide SNA15) et d’'une phase inorganique

composée d’HA pour mimer au mieux la structure osseuse.

3.2.1. Synthese de particules d’HA.
Il existe différentes techniques de synthese de particules d’'HA, parmi lesquelles on peut dénombrer la
co-précipitation (Krylova et al. 2002; Ma et al. 2003; McLeod et al. 2006), la voie hydrothermale
(Ripamonti et al. 1993; Roy & Linnehan 1974), l'irradiation micro-ondes (Kundu et al. 1998; Ma et al.
2006; Manjubala et al. 2002), la voie sol-gel, et la voie solide. Nous avons choisi la technique de co-
précipitation chimique humide pour la synthése d’HA, telle que précédemment réalisée par Fricain et
collaborateurs (Fricain et al. 2013). Elle présente I'avantage de ne pas ajouter de contre-ions résiduels
et permet de conserver la bioactivité de I'HA. Brievement, la réaction de synthése de I'HA est

présentée Figure 8.
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10 Ca(OH) +6 H PO, ¢<— Ca (PO,) (OH) +18H O

Figure 8 : Réaction chimique de synthése de I’hydroxyapatite a partir de calcium hydroxyde
et d’acide phosphorique, selon (Fricain et al. 2013).

La formation d’HA va produire 18 molécules d’eau qui seront ensuite éliminées par lyophilisation pour

ne garder que la partie minérale.

3.2.2. Caractérisation physicochimique des particules d’HA.
Quatre lots d’hydroxyapatite ont été synthétisés, tamisés et lyophilisés sous forme de poudre pour

conservation. La pureté des poudres d’HA a été analysée par spectroscopie InfraRouge a Transformée

de Fourier (FTIR) (Figure 9).
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Figure 9 : Analyse de I’hydroxyapatite par spectroscopie InfraRouge a Transformée de

Fourier (FTIR).

Les spectres FTIR des quatre échantillons montrent des bandes caractéristiques des particules

d’hydroxyapatites. Les bandes correspondant aux ions PO;> sont présentes a 470, 560, 875, 962 et a
1022 cm™. Les bandes correspondantes aux groupes OH ont des vibrations a 630 cm™et 4 3570 cm™.
La présence des carbonates est visible & 1415 cm™. L'attribution des bandes étant conforme aux
données de la littérature (Merry et al. 1998; Slésarczyk et al. 1997), nous pouvons conclure que nous

avons bien synthétisé des particules d’HA, et que le produit est pur.

Pour déterminer quelle était la taille des particules d’HA, leur diametre hydrodynamique a été mesuré

par DLS (Dynamic Light Scattering) a 25°C (Figure 10).
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La population d’hydroxyapatite a un diametre hydrodynamique moyen de 1420 nm aprés 31 s de
mesure, puis le diameétre mesuré augmente jusqu’a 2114 nm apres 106 s. Parallelement, on observe
une légere augmentation de la polydispersité de 0,310 a 0,378. Ces résultats indiquent que les
particules d’'HA se sont agrégées entre les deux temps d’acquisition. Afin de déterminer la taille des
plus petites particules obtenues, nous avons filtré I'échantillon (0,8 um) pour éliminer les agrégats

avant de refaire une mesure.

A B
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% :‘E 10 .II
Diamétre {nm) v
) 1 10
Diamétre (nm)
. Diameétre
Acquisition  Temps (s) PDI
(nm)
A 1 31,03 1420,5 0,31
t
van 2 73,16 1774,6 0,313
filtration
3 106 2114,9 0,378
Aprés 1 20 269,5 0,215
Filtration 2 40 293,3 0,255
(0,8 pm) 3 60 286,6 0,259

Figure 10 : Diameétre hydrodynamique des particules d’HA.
La poudre d’HA a été préparée a 20 mg/mL dans un tampon PBS 10 mM pH 6,5. Les mesures du diamétre
thermodynamique ont été réalisées a I'aide d’une DLS Cordouan® pour les échantillons non filtrés, ou d’'une DLS
Malvern® pour les échantillons préalablement filtrés. Le tableau indique les valeurs obtenues. Al = acquisition 1, A2
= acquisition 2, A3 = acquisition 3.

La moyenne des valeurs mesurées pour le diametre hydrodynamique des particules était de 283 nm
apres filtration (Figure 10B). La encore, nous avons pu observer I'agrégation des particules en fonction
du temps (augmentation du pic autour de 5 um). Ainsi, les particules d’HA se réorganisent aprés
filtration pour former de plus grosses particules. Ces particules supérieures a 5 um n’ayant pas pu

passer a travers le filtre, elles se sont forcément auto-assemblées apres I'étape de filtration.

Ces résultats indiquent que les particules d’"HA synthétisées s’assemblent sous forme micrométrique,
et non sous forme nanométrique comme précédemment indiqué (Fricain et al. 2013). Etant donné que

I’ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé) ainsi que les instances
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européennes peinent a légiférer sur les produits nanoparticulaires, ces données viennent nous

conforter dans le choix de I’'HA comme composant inorganique de notre matériel.

3.3. Temps d’exposition sous UV et réticulation.
En tenant compte de l'importance de la porosité pour notre hydrogel, I'étape suivante de notre
processus de caractérisation a consisté a optimiser les matrices en fonction de plusieurs facteurs : le

temps de réticulation, la concentration massique finale en ELPs et peptides, et la concentration en HA.

Tout d'abord, nous avons testé le temps de réticulation. Nous avons produit des matrices a 4 % (m/v)
composées d'ELP M80-alcéne, de peptide biomimétique contenant les séquences IKVAV, PVGLIG et
YIGSR, du peptide SNA15, et contenant ou non de I'HA. L’irradiation UV a été effectuée pendant 5 min,

8 min ou 15 min.

Les matrices déshydratées ont été ensuite observées en microscopie électronique a balayage (MEB).

Les images ont été utilisées afin de quantifier la taille des pores (Figure 11).

Pour les gels dépourvus d’HA, le diameétre des pores moyen est de 226 +/- 119 um aprés 5 min de
réticulation, de 103 +/- 61 pum aprés 8 min de réticulation et de 39 +/- 14 um aprés 15 min de
réticulation. Ces résultats suggéerent que plus le temps de réticulation est court (5 min), plus les pores
sont grands. En effet, trés peu de pores ont été observés dans les hydrogels aprés 15 minutes de
réticulation. Nous avons émis I'hypothese que plus le temps de réticulation est long, plus les matrices
congelées sont susceptibles de dégeler. Il en résulte des matrices plus rigides, en raison d'un taux de
réticulation plus élevé, et des pores plus petits en raison de la décongélation qui diminue la taille des

cristaux de glace.
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Figure 11 : Structure et quantification de la taille des pores des matrices de 4 % (m/v)
déshydratées avec 0 % ou 5 % (m/v) d’HA.
(A) Analyse par MEB des matrices produites avec différents temps de réticulation (5, 8 et 15 min). Grossissement 30
x et 500 x, les barres sont indiquées sur les Figures (2 mm et 200 um, respectivement). (B) La taille des pores a été

quantifiée avec le logiciel Imagel. Les données sont représentées comme une moyenne * écart type. L’analyse
statistique a été réalisée a I'aide du test de Bonferroni comme post-hoc) (*** p <0,001).

Concernant les matrices contenant les particules d’HA, le diamétre moyen des pores est de 49 +/- 32
um, 37 +/- 13 um et 34 +/- 9 um aux temps de réticulation de 5, 8 et 15 min. Le temps de réticulation
a donc une influence sur la taille des pores des matrices sans HA, mais peu pour les matrices contenant
5% (m/v) d'HA. Ceci suggére que I'hydroxyapatite interfére dans le processus de formation des pores,

indépendamment du temps de réticulation, en limitant I'espace disponible pour la formation des

cristaux de glace.

Pour la suite du développement de I'hydrogel composite, nous avons donc choisi un temps de

réticulation de 8 min afin d’avoir une taille de pores et une réticulation suffisante.

3.4, Choix de la concentration en ELP M&80-alcene et en particules d’'HA.
L'effet de la concentration finale de la matrice sur la taille des pores a ensuite été évalué. Des matrices

a2%(m/v), 3% (m/v)etd % (m/v) dELP et peptides ont été produites en faisant varier la
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concentration en HA. Leur microstructure a ensuite été analysée par MEB (Figure 12). Nous avons émis
I’'hypothése qu'en diminuant la concentration des protéines et peptides, une plus grande quantité
d'eau pourrait étre contenue dans la matrice, ce qui augmenterait le nombre et la taille des pores. Par
ailleurs, la diminution des réactifs nécessaires a la formation des matrices peut présenter un intérét

économique par rapport au colt du produit final.
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Figure 12 : Structure et taille des pores des matrices en fonction des concentrations en ELPs,

peptides, et en particules d’"HA
(A) Aspect des matrices lyophilisées en MEB contenant 2 %, 3 % et 4 % (m/v) d’ELPs et de peptides, les barres
d’échelles sont indiquées (100 um ou 200 um). (B) Quantification de la taille des pores. Les données sont représentées
comme une moyenne = écart type (7 <n <26). Aucune différence statistique n'a été observée (ANOVA avec test de
Bonferroni comme test post-hoc ou Mann-Whitney).

La Figure 13 montre I'aspect des matrices apres lyophilisation. Les matrices a 3 % d’ELPs et peptides

(m/v) semblent conserver leur structure quelles que soient les concentrations en HA, tandis que les
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matrices a 2 % (m/v) et 4 % (m/v) en polyméres ont des structures poudreuses (non entiérement

réticulées) en présence d’HA.
Les images obtenues en MEB sont présentées dans la Figure 12.

e Pour les matrices a 2 % d’ELP et peptides, le diamétre moyen des pores est de : 85 +/- 49 um
sans HA ; 43 +/- 21 um avec 2,5 % d’HA ; et 34 +/- 17 um avec 5 % d’HA.

e Pour les matrices a 3 %, le diamétre moyen des pores est de : 78 +/- 43 um sans HA ; 53 +/- 23
um avec 2,5 % d’HA ; et 34 +/- 19 um avec 5 % d’HA.

e Pour les matrices 4 % le diameétre moyen des pores quantifié est de 82 +/- 23 um sans HA ; et
43 +/- 13 um avec 2,5 % d‘HA.

e En ce qui concerne le gel contenant 5 % d’HA, le diamétre moyen n’a pas pu étre quantifié du

fait d’'une structure poudreuse non entierement réticulée.

0% HA 2,5%HA 5%HA 10%HA

Gel 2%

Gel3 %

Geld %

Figure 13 : Images des matrices a 2, 3 et 4 % (m/v) en ELPs et peptides obtenues en
présence de différentes concentrations en HA aprés un temps d’irradiation de 8 min.

En absence d’HA, on observe une densité apparente du maillage qui augmente proportionnellement
a la concentration en polypeptide et peptides. Le nombre de pores augmente mais leur taille diminue.
En présence d’HA, la taille des pores ne dépend donc pas de la concentration en matrice mais de la

concentration en HA (Figure 12).

Suite a l'obtention de ces résultats, les matrices produites seront de concentration massique 3 %

(m/v) en ELP et peptides.

L'obtention de structures non entierement réticulées nous a amené a étudier la capacité de la matrice
a base d’ELP a retenir les particules d’'HA a des concentrations supérieures a sa propre concentration

massique. La capacité de rétention de I’'HA dans la matrice a alors été analysée par thermogravimétrie
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(TGA, Figure 14). Cette analyse permet la mesure de la variation de masse d'un échantillon en fonction
de la température. Cette technique permet d’avoir accés a la quantité de composés inorganiques

présents dans la matrice, la quantité d’HA dans notre cas.
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Figure 14 : Analyse thermogravimétrique (TGA) des matrices contenant 0 %, 2,5 %, 5 % et
10 % HA.

Le graphique montre la perte de masse (en %) des matrices ELP dépourvues d’HA (noir), contenant 2,5 % HA (vert),
5 % HA (bleu) et 10 % HA (rouge) selon la température (0 ° C- 1000 ° C). Le tableau met en évidence le pourcentage
(m/v) réellement mesuré d’HA dans la matrice comparativement aux résultats théoriques.
Les résultats théoriques ont été obtenus en considérant la concentration massique de la partie HA rapporté a 100 %,
par exemple pour un gel 3 % (ELP + peptide) et 2,5 % de HA, la masse totale correspond a 5,5 %, si on la reporte a 100
% alors la masse d’HA correspond a 45,5 % et celle de la partie organique a 54,5 %.

Des matrices a 3 % d’ELPs et peptides produites avec 0 %, 2,5 %, 5 % et 10 % (m/v) d’HA ont été

analysées par TGA.

e Pour les gels sans HA, le pourcentage de résidus inorganiques était de 7,7 %.

e Pour les gels a 3 % contenant 2,5 % d’HA, nous avons mesuré un taux de composés
inorganiques de 45,2 % ce qui est proche du résultat théorique attendu de 45,4 %.

e Pourlesgelsavec5 % d’HA, le pourcentage de composés inorganiques théorique était de 62.5
%, mais nous avons mesuré un taux de seulement 45,5 %.

e Pour les matrices constituées en présence de 10 % d’HA, on retrouve une valeur similaire de

composés inorganiques (42,7 %) alors que nous attendions 76,9 % si toutes les particules d’'HA
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avaient été incorporées dans le gel. Il y a donc un phénomeéne de saturation, la matrice ne
permettant pas d’absorber une concentration d’"HA supérieure a 2,5 %.
Nous avons décidé d'utiliser une concentration finale maximale de HA de 2,5 % (m/v) pour la

production des matrices.

Pour la suite des expérimentations nous avons choisi les paramétres suivants : un temps de
réticulation de 8 min, un rapport équimolaire entre les thiols et les alcénes, et une concentration
massique finale en ELP et peptides de 3 % (m/v). Nous savons qu’une telle matrice ne peut retenir en
son sein qu’une concentration maximale de 2,5 % (m/v) d’HA, nous allons donc pour la prochaine
partie nous concentrer sur la caractérisation de la matrice a 3 % d’ELP et peptides contenant 0 %

(contréle), 1 %, 2 % et 2,5 % (m/v) d’HA.

\Y2 Caractérisation des matrices de formulation finale.

Dans le paragraphe précédent nous avons déterminé les paramétres de formulation des matrices
composites en conditions déshydratées. Notre objectif est maintenant de caractériser ces mémes

matrices aprés hydratation pour mimer les conditions d’utilisation in vivo.

4.1. Porosité des matrices hydratées.
La structure des hydrogels a été observée par cryo-microscopie électronique a balayage ou cryo-MEB
a partir des matrices composites hydratées dans de I'eau milliQ (Figure 15). La porosité externe et

interne a été observée.

Les polypeptides semblent s’organiser en feuillets empilés, ceci est particulierement visible pour les

gels sans HA ou contenant de faibles concentrations d’HA (1 %).

Lorsque la concentration en HA augmente, la structure en feuillet devient moins visible.
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Figure 15 : Observation par cryo-MEB de la structure et de la taille des pores des matrices

hydratées contenant différentes concentrations en HA.
(A) Les matrices ont été produites a 3 % d’ELPs et peptides, en absence d’HA ou contenant 1, 2 et 2,5 % (m/v) d’HA.
Le temps de réticulation des matrices est de 8 min. Les barres d’échelles indiquées correspondent a 100 um. (B)
Quantification de la taille des pores avec le logiciel Imagel. Les données sont représentées sous forme de moyenne +
SD.

Le diamétre des pores des hydrogels a été quantifié afin de déterminer si la colonisation des matériaux

par des cellules était possible.

Les diamétres des pores mesurés sont de 194 +/- 62 um pour les hydrogels 0 % HA ; 90 +/- 70 um pour
les gels 1 % HA ; 58 +/- 34 um pour 2 % HA ; et 60 +/- 10 um pour 2,5 % HA.

De fagon attendue, la taille des pores est plus grande pour toutes les formulations aprés hydratation.
La taille des pores diminue avec I'augmentation de la concentration en HA, ce qui indique que la
présence des particules d’"HA modifie le gonflement des pores et rend probablement le matériau plus
rigide. Cependant, pour toutes les formulations les pores des matrices composites ont un diamétre

suffisant pour permettre la colonisation cellulaire (Marrella et al. 2018).

4.2. Interconnexion des pores.
Bien que ces matrices soient poreuses, une colonisation cellulaire des matériaux n'est possible que si
les pores sont interconnectés. Pour démontrer l'interconnectivité des pores, les hydrogels ont été
immergés dans une solution de FITC-Dextrane, puis la diffusion de cette molécule fluorescente a été
observée par microscopie confocale sur une hauteur de 500 um (Figure 16). Nous avons observé une

diffusion de la molécule fluorescente dans tous les hydrogels, ce qui indique que les pores sont bien
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interconnectés. Une quantification de la taille des pores a permis de confirmer les résultats

précédemment obtenus par cryo-MEB, avec notamment une relation inverse entre leur taille et la

concentration en particules d’HA.
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Figure 16 : Diffusion de fluorescence et quantification de la taille des pores des matrices

contenant différentes concentrations en HA.

Les matrices 3 % d’ELP + peptides contenant 0, 1, 2 et 2,5 % (m/v) d’HA ont été incubées pendant 15 min en présence
de 1 uM de solution de FITC-Dextrane 70 kDa. Des acquisitions au microscope confocal ont été réalisées tous les 5
um sur une hauteur totale de 500 um. Les images 3D correspondent a la superposition de toutes les acquisitions 2D.

La quantification des pores a été réalisée a I'aide du logiciel Imagel sur les images 2D.

4.3. Intérét du peptide SNA15 dans la rétention et la distribution des particules

d'hydroxyapatite.

Le peptide de nucléation du phosphate de calcium SNA15, de séquence CBA-DDDEEKFLRRIGRFG-BAC,

est dérivé de la protéine salivaire statherine. Il a été utilisé pour son role supposé dans la rétention des

particules phosphocalciques (Johnsson et al. 1991; Schlesinger et al. 2009).

Des hydrogels composites contenant ou non ce peptide SNA15 ont été produits avec la méme

concentration en matrice ELPs et en faisant varier les concentrations en HAde 0 %, a 2,5 %.

Une analyse Energy Dispersive X-Ray (EDX) a été réalisée afin de déterminer la composition

élémentaire de surface des matériaux, et plus particulierement I'élément calcium (identifiés sous

forme de points blancs dans la Figure 17). On peut voir que les gels sans HA contiennent peu ou pas
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de calcium. Comme attendu, plus les gels sont supplémentés en particules d’HA, plus le signal

augmente. Ce phénomeéne est d’autant plus visible lorsque les gels contiennent le peptide SNA15.

L’analyse quantitative montre que le pourcentage atomique de calcium dans les gels contenant du
SNA15 est plus important que ceux qui n'en contiennent pas : par rapport aux gels ne contenant pas
le peptide SNA15, il y a 8 fois plus de calcium dans les gels 1 % HA + SNA15, 8.9 fois plus dans les gels
2 % HA + SNA15 et 12.6 fois plus dans les gels 2,5 % HA + SNA15.

0% HA 1% HA 2% HA 2,5 % HA

+SNA 15

-SNA 15

Figure 17 : Microscopie électronique a balayage couplée a I'analyse EDX sur des matrices ELPs

+ peptides IKVAV/YIGSR contenant ou non le peptide SNA 15.
Les matrices ELPs + peptides IKVAV / YIGSR contenant 0, 1, 2 et 2,5 % d’"HA contenant ou non le peptide SNA 15 ont été
lyophilisées et coupées en 2. L'intérieur des matrices coupées a été analysé. Le signal sous forme de points blancs
correspond aux particules de calcium constituant I’hydroxyapatite. Les barres indiquées sur la figure correspondent a 2
mm.

On peut conclure que le peptide SNA15 joue un réle majeur dans la rétention des particules de
phosphate de calcium puisqu’elles sont entre 8 et 12.6 plus nombreuses en sa présence. Ceci est
surement d{ a la présence dans ce peptide d’acides aminés acides comme |'acide glutamique (E) et
I'acide aspartique (D). En effet, leur pKa étant respectivement de de 4.1 et 3.9, ils vont pouvoir lier en

condition physiologique les ions calciums par interaction électrostatique.
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V. Conclusion.
Nous avons ainsi produit une matrice composite, composée pour sa partie organique d’ELP M80-
alcene, de peptides biomimétiques contenant les séquences d'adhésion IKVAV, YIGSR, le motif de
coupure protéolytique PVGLIG, ainsi que le peptide de nucléation du calcium SNA15, et pour sa phase

minérale des microparticules d’hydroxyapatite.
Si nous résumons les différentes étapes du développement de cette nouvelle matrice composite :

e Dans le Chapitre 1, apres avoir synthétisé le polypeptide ELP M80, nous |’avons chimiquement
modifié pour obtenir les polyméres ELP M80-alcéne puis d.ELP M80-alcéne. Le choix du
polymére constitutif des hydrogels s’est porté sur 'ELP M80-alcéne qui n’a montré aucune
cytotoxicité contrairement au d.ELP M80-alcéne.

e Nous avons introduit une phase minérale dans les matrices d’ELPs afin de mimer la nature du
tissu osseux. Des particules d’'HA ont été synthétisées par précipitation chimique humide avec
un rapport P/Ca de 1,67 (Figure S1). La synthése d’HA a donné lieu a des composés purs d’un
diametre hydrodynamique d’environ 1,77 um, leur taille micrométrique les rendant
compatibles avec des applications biomédicales.

e La réticulation de ces matrices a été optimisée en utilisant 8 min de temps d’irradiation UV,
avec un rapport équimolaire entre les alcénes et les thiols, une concentration finale de 3 % en
ELP M0 et peptides, et une concentration maximale en particules d’HA de 2,5 %.

e L'intérét du peptide SNA15 pour la rétention et la distribution homogene des particules d’'HA
dans les gels a été démontré. En présence de ce peptide, environ 10 fois plus de particules
d’HA sont retrouvées dans nos matrices, ce qui pourrait avoir un effet bénéfique sur les
propriétés ostéoconductrices, voire ostéoinductrices, de nos hydrogels composites.

e Nous avons montré que la taille des pores variait de 194 +/- 62 um dans les matrices sans HA
a 60 +/- 10 um dans les matrices contenant 2,5 % d’HA, indiquant que la présence d’"HA modifie
la structure des matrices et plus particulierement la taille des pores. Toutefois, dans le cas de
cette derniere formulation, la taille des pores reste suffisante pour permettre la colonisation
cellulaire, d’autant plus que nous avons montré que ces pores étaient interconnectés.

e La prochaine étape de ce travail sera d’évaluer in vitro la réponse des cellules d’intérét en
I'ingénierie tissulaire (Chapitre 3) avant d’évaluer la capacité de régénération osseuse de ces

matrices composites a base d’ELPs, a I'aide de modeles expérimentaux in vivo (Chapitre 4).
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V1. Annexes.

a4

PLACAMAT LEI 5.0kV X25 Tmm WD 17.4mm PLACAMAT SEI 5.0kV X250 100pm WD 8.0mm

Figure S3 : Structure de la matrice a 3 % d’ELP et peptide contenant 2,5 % de HA en cryo-MEB.
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l. Introduction.
Le développement de matrices tridimensionnelles (3D) a pour premier objectif de fournir un
microenvironnement favorable a I'adhésion, a la prolifération et a la migration cellulaire, en facilitant
les échanges de nutriments et de molécules de signalisation. Ces échanges sont possibles si la matrice
est constituée de pores interconnectés. Cette porosité et cette interconnectivité contribuent a
I'invasion vasculaire qui est un facteur important dans la régénération osseuse. Cependant, si la
présence de pores interconnectés est bénéfique pour la diffusion des nutriments et de I'oxygene, la
porosité peut réduire les propriétés mécaniques du matériau, ce qui peut poser un probléme lors de
son implantation dans les sites osseux qui subissent de fortes contraintes mécaniques (Gerecht et al.

2007).

Les matrices ont également pour rdle de servir de structures 3D a la régénération osseuse en mimant
au mieux la MEC osseuse et en stimulant 'ostéogénése. La présence de protéines de la matrice
extracellulaire dans la composition de ces nouveaux biomatériaux constitue une stratégie de
développement de matrices 3D. La revue de la littérature a permis également de montrer que des
peptides issus de ces protéines matricielles pouvaient jouer un réle similaire, dés lors que leur mode

de greffage et/ou de fonctionnalisation étaient controlés.

Nous avons développé un matériau composite constitué d’ELPs, de peptides (IKVAV/YIGSR et SNA15),
et d’HA (Chapitre 2). Avant implantation chez le petit animal, des études in vitro sont nécessaires pour

évaluer la biocompatibilité de notre matrice.

Dans ce contexte, notre objectif est d’évaluer le comportement de trois types cellulaires en présence

de notre matrice composite a base d’ELPs. Ces trois types cellulaires sont :

e Les cellules souches mésenchymateuse (MSCs), pour lesquelles nous avons fait des études de
survie, de prolifération cellulaire, et de différenciation en cellules osseuses (cytochimie de la
phosphatase alcaline ALP)

e Les cellules endothéliales (ECs) pour lesquelles nous avons étudié la viabilité ainsi que leur
capacité a former des réseaux dans la matrice (angiogenése)

e Les neurones sensoriels (NS) pour analyser I'ancrage des neurones sensoriels et la croissance
des neurites.

Deux autres questions se sont posées :

e Le peptide IKVAV/YIGSR a-t-il une influence sur I’'adhésion et le devenir des cellules d’intérét ?
e La concentration en particules d’HA peut-elle avoir un effet sur la distribution et la

prolifération et I'activité des cellules ?
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Il. Matériels et méthodes.

2.1. Production des matrices.
Comme déterminé dans le chapitre précédent, les matrices ont été produites avec un rapport
équimolaire de thiol et d'alcéne, en utilisant 50 % d'ELPs M80-alcéne comme squelette polypeptidique

et 2 peptides contenant des thiols a leurs extrémités.

e Le premier peptide, nommé IKVAV/YIGSR, est composé de ces deux motifs dérivés de la
laminine et du site protéolytique PVGLIG (clivage par MMP2). La séquence compléte est CBA-
IKVAV-GGG-PVGLIG-GGG-YIGSR-BAC. Le groupe thiol présent dans les cystéines permet la
réticulation avec les alcénes des ELPs M80-alcene.

e Le second peptide est appelé SNA15, de séquence CBA-DDDEEKFLRRIGRFG-BAC. Il s’agit d’un
peptide de nucléation du phosphate de calcium dérivé de la protéine salivaire statherine qui
favorise la distribution des particules de HA dans les matrices.

La réticulation a été réalisée a I'aide du photoinitiateur Irgacur® 2959 (Sigma-Aldrich®) (0,05 % m/v)
sous exposition aux UV (A = 305 nm) pendant 8 min (voir Chapitre 2). Les matrices ont été préparées

dans des moules en PDMS (Sylgard® 184).

Des matrices 3 % (m/v) ont été produites en absence de particules de HA (0 % HA) ou en faisant varier

la concentration en HA a 1%, 2 % et 2,5 % (m/v) (Figure 1).

0% HA 1% HA 2% HA 2.5 % HA

Figure 1 : Matériaux a base d’ELPs, modifiés par les peptides IKVAV/YIGSR et SNA15 et
supplémentés par différentes concentrations de particules d’hydroxyapatite (HA).

2.2. Isolement des cellules et cultures cellulaires.

2.2.1. Cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse de Rat (MSCs).
Les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (MSCs) ont été isolées a partir de rats
Wistar agées de 4 a 8 semaines. Afin d'exposer la moelle osseuse, le fémur et le tibia ont été prélevés
puis coupés aux extrémités. Ensuite, les os ont été transférés dans des tubes de 1,5 ml et centrifugés
a 1500 x g pendant 30 secondes pour rincer la moelle osseuse. Le culot obtenu a été remis en
suspension dans du milieu d'Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) contenant 1 g/L de glucose, 1 % (v/v)

de Pénicilline/Streptomycine (PS), et 10 % (v/v) de sérum de veau fcetal (FBS). Les cellules ont été
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individualisées par 4-6 passages a travers des aiguilles de 16 G et 21 G. Le contenu cellulaire obtenu a
partir des fémurs de rats (3 rats) a ensuite été ensemencé dans un flacon de 75 cm? avec du milieu
DMEM 1 g/L de glucose, 1 % PS et 10 % FBS puis placé dans un incubateur humidifié a 37 °C et 5 % CO,.
Le milieu de culture a été changé deux fois par semaine pour éliminer les cellules non adhérentes. Les
cellules adhérentes ont été cultivées jusqu'a ce qu'elles atteignent 90 % de confluence, avant d’étre
amplifiées. Ces cellules ont été amplifiées jusqu'au passage 3, puis elles ont été ensemencées dans les

matrices.

100 000 MSCs ont été ensemencées sur les hydrogels préalablement disposés dans une plaque de 24
puits. Leur différenciation vers la lignée ostéoblastique a été initiée a I'aide du kit de différenciation de
I'ostéogenese StemPro® (Gibco # A10072-01). Les plaques ont ensuite été placées dans un incubateur

a 37 °Cavec5 % CO,, et le milieu a été changé tous les 3 a 4 jours.

2.2.2. Cellules endothéliales (ECs).
Les cellules endothéliales (ECs) dérivées de la moelle osseuse de Rat ont été obtenues aupres de Cell
Biologics® (Référence RA-6221). Les ECs ont été cultivées dans le milieu de croissance des cellules
endothéliales-2 (EGM-2, Clonetics® LONZA®) et incubées a 37 °C dans une atmosphére humidifiée avec
5 % de CO,. Les cellules ont été cultivées jusqu'a 90 % de confluence avant d'étre trypsinisées. Les
cellules issues du passage 3 (P3) et 4 (P4) ont été infectées par un lentivirus contenant le gene de la
protéine fluorescente rouge (RFP)-Vectalys. Les ECs ont été cultivées jusqu'au passage 7 puis

ensemencées a une densité cellulaire de 200 000 cellules par matrice.

2.2.3.  Neurones sensoriels (NS) issus des ganglions de la racine dorsale de Rat (DRG).
Les neurones sensoriels primaires ont été obtenus a partir des ganglions de la racine dorsale (DRG) de
rats Wistar agées de 6 semaines (Malin et al. 2007). Aprés sacrifice, la colonne vertébrale a été retirée
et placée dans 10 mL de Hank's Balanced Salt Solution ou HbSS (Gibco®) contenant 1 % (v/v) de PS. Les
colonnes vertébrales ont été gardées sur glace jusqu'au retrait des ganglions. L'excés de tissu
environnant a été enlevé sous hotte a flux laminaire, et une coupe de la partie caudale vers la partie
rostrale a été faite pour exposer les DRGs. Les ganglions ont été prélevés individuellement et placés
dans du milieu DMEM pauvre en glucose. Ensuite, les corps cellulaires ont été séparés des neurites a
I'aide d'un scalpel, puis les explants de DRG ont été digérés dans un milieu de DMEM 1 g/L de glucose
(Gibco®) avec 2800 U/mL de collagénase Type IV (Gibco®) pendant 1 h a 37 °C. La solution a été
mélangée avec une micropipette aprés une demi-heure d’incubation, puis elle a été lavée deux fois

par centrifugation avec du DMEM 1 g/L de glucose.
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Les neurones sensoriels issus de cet isolement cellulaire ont été ensemencés a la densité de 2 000 NS
par matrice, et cultivés dans une solution de DMEM contenant 4.5 g/L de glucose (Gibco®)
supplémenté avec 2 % (v/v) de B-27 Serum-Free (B-27 Gibco®), 1 % (v/v) PS (Gibco®) et 1 % (v/v) de

FBS (PAN™ Biotech®). Les cultures ont été maintenues pendant 7 jours.

Figure 2 : Isolements des ganglions de la racine dorsale de la moelle épiniére de rat.
Apres sacrifice, les rats sont ouverts au niveau dorsal, la moelle épiniére est retirée puis coupée en deux (A) ce qui
permet d’isoler individuellement les DRG (B).

2.3. Test d’activité métabolique.
L'activité métabolique cellulaire des MSCs et des ECs a été étudiée par un test Alamar Blue. Ce test
repose sur la mesure de la dégradation de la molécule de Résazurine, qui est un réactif de couleur bleu
non fluorescent se transformant en un réactif rouge fluorescent aprés sa réduction en Résofurine.
Cette réduction par le NADH reflete le métabolisme cellulaire puisqu’elle est catalysée par les
réductases mitochondriales et cytoplasmiques. Les données obtenues ont également été utilisées pour

quantifier la prolifération cellulaire.

©
NADH/H*  NAD*.H,0

o
|
HO 0 0 HO 0 0

Résazurine Résorufine

Figure 3 : Réaction de réduction de la Résazurine en Résofurine.

Le milieu de culture a été retiré et remplacé par du milieu supplémenté avec 10 pg/mL Alamar Blue
(Sigma-Aldrich®). Aprés 2 h d’incubation a 37 °C, le milieu est prélevé pour une lecture de I'absorbance

a 550 nm a I'aide d’un lecteur de plaque (Victor X3 2030 Perkin Elmer).
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2.4, Test de viabilité cellulaire et de cytotoxicité.
La viabilité cellulaire des MSCs a été évaluée par un test de Live/Dead™ Viability/Cytotoxicity Kit
(Invitrogen® #L3224) apres 1 jour et 7 jours d’ensemencement. Ce test est basé sur une reconnaissance
visuelle simple de la viabilité cellulaire : les cellules vivantes apparaissent en vert alors que les cellules
mortes apparaissent en rouge. Brievement, le colorant non fluorescent acétoxyméthyl calcéine (AM)
est transformé par l'activité estérase intracellulaire des cellules vivantes en calcéine fluorescente
(verte). Pour les cellules mortes I'homodimére-1 d’éthidium rouge fluorescent pénetre dans les

cellules dont les membranes plasmiques ont été lysées et va se lier a I’ADN double brin.

La solution de Live/Dead® a été préparée selon les recommandations du fabriquant. L’activation de la
solution Live/Dead® a été réalisée a 37 °C pendant 15 min a I'abri de la lumiére. Les matrices
supplémentées en cellules ont été incubées avec la solution de Live/Dead® pendant 15 min a 37 °C.

Les acquisitions ont été réalisées a I'aide du microscope confocal (Leica TCS SPE 5 DMI 4000B).

2.5. Test d’activité de la phosphatase alcaline.
L'activité de la phosphatase alcaline (ALP) est corrélée a la différentiation ostéoblastique. La
cytochimie de la phosphatase alcaline a été réalisée a l'aide du kit Leukocyte Alkaline Phosphatase

(Sigma #86R-1KT) en suivant les recommandations du fournisseur.

Brievement, apres 1 et 7 jours de culture, les MSCs ont été fixées dans les matrices pendant 20 min a
température ambiante en utilisant du PFA 4 % (Antigenfix®). Les matrices ont ensuite été lavées deux
fois a température ambiante dans du PBS avant ajout du substrat de I'enzyme selon les instructions du
kit. Les acquisitions ont été réalisées a I’aide d’une loupe binoculaire (Leica®, MZ10F) pour quantifier

les produits de réaction de I’ALP.

2.6. Immunocytofluorescence des marqueurs des NS.
Les NS cultivés sur les matrices ont été fixés avec du PFA a 4 % pH 7.4 (Antigenfix®) pendant 45 min.
Apreés lavage au PBS, les cellules ont été incubées dans un tampon de perméabilisation (0,5 % Triton
X-100 dilué dans PBS 1X (Gibco®)) pendant 30 min a température ambiante. Les sites aspécifiques ont

été saturés avec de la sérum albumine bovine (BSA) 1 % pendant 45 min a température ambiante.

Les matrices contenant les NS ont été incubées pendant une nuit a 4 °C avec des anticorps primaires
anti-B Ill tubuline (Abcam, ab 18207) dilués au 1 :1000°™ dans le tampon de blocage (0,1 % Triton X-
100 et 10 % de sérum d'ane dans du PBS). Trois lavages successifs avec du PBS ont été réalisés.
L’anticorps secondaire fluorescent Alexa fluor® 568 (A10042_lot 2306809) a été ajouté pendant 1 h a

température ambiante. Toutes les matrices ont été incubées pendant 20 min a température ambiante
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avec du DAPI dilué au 1:1000éme (Thermo Scientific™, Allemagne) pour marquer les noyaux

cellulaires.

Les échantillons ont été analysés a I'aide d’'un microscope confocal a balayage laser (SP8, Leica
Microsystems) équipé d’un objectif 20X. La quantification de la longueur des neurites a été réalisée

avec le logiciel Imaris® et le plugin Filament.

[l. Résultats et Discussion.

La réponse des trois types cellulaires (MSCs, ECs et NS) a été analysée pendant 7 jours aprés

I’'ensemencement sur nos matrices.

Deux principales questions se sont posées : (i) le peptide IKVAV/ YIGSR a-t-il une influence sur la survie
et I'activité métabolique des cellules mésenchymateuses, neuronales et endothéliales ; (ii) la présence
d’HA dans les matrices modifie t’elle la survie et I'activité des cellules. En effet I'HA est un composé

phosphocalcique chargé, ce qui peut avoir une influence sur la physiologie cellulaire.

3.1. Activité métabolique et viabilité cellulaire des MSCs.
La prolifération des MSCs sur les matrices a été étudiée en mesurant |'activité métabolique (test de
I’Alamar Blue) aprés 1, 4 et 7 jours de culture (Figure 4A). Aucune différence significative n’a été
observée entre les gels contenant 0 %, 1 % et 2 % d’HA, que ce soit en absence ou en présence du
peptide IKVAV/YIGSR. En revanche, une diminution significative de I'activité métabolique des MSCs a
été observée apres 4 jours de culture sur les matrices composées de 2,5 % d’HA et du peptide

IKVAV/YIGSR. Cette diminution a été confirmée apreés 7 jours de culture.

La survie cellulaire des MSCs a été quantifiée aprés 7 jours de culture sur les différentes formulations
de matrices (Figure 4B). Nous avons constaté I'adhérence des MSCs sur toutes les matrices dés les
premieres heures qui ont suivies 'ensemencement. Apres 7 jours, la colonisation des matériaux par
les MSCs a été observée sur une hauteur de 500 um. La morphologie de type fibroblastique allongé a

été retrouvée (Charbord & Casteilla 2011) pour toutes les matrices composites étudiées.
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Figure 4 : Viabilité cellulaire des MSCs dans les matrices composites.

(A) L’activité métabolique des cellules MSCs a été mesurée grace a un test Alamar Blue apres 1 (J1), 4 (J4) et 7 jours
(J7) de culture dans les matrices (6 < n < 8) contenant (+) ou non (-) le peptide IKVAV/YIGSR et différentes
concentrations de particules d’'HA (0%, 1%, 2 %, 2,5 %) . (B) La viabilité cellulaire pour chacune des conditions a été
évaluée avec un test de Live/Dead aprés 7 jours de culture.
Les analyses statistiques de la variance ont été réalisées avec un test Anova suivi d’un post-test Bonferroni (ns = non
significatif, p*** < 0.001). Barre = 100 um.

Les MSCs sont donc capables d’adhérer sur toutes les matrices, et conservent une activité métabolique

pendant 7 jours indépendamment de la présence du peptide IKVAV/YIGSR ou de la concentration en

particules d’"HA quand elle variait entre entre 0 et 2 %. En revanche, lorsqu’une concentration plus
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élevée en HA de 2,5 % était utilisée, nous avons observé une diminution significative de I'activité
métabolique des MSCs. Ceci pourrait s’expliquer par la présence d’une quantité de charges cationiques

trop élevée pour maintenir une bonne viabilité cellulaire.

3.2. Evaluation de I'activité de la phosphatase alcaline des MSCs.

La question que nous nous sommes posée concernait les capacités ostéoinductrices de la matrice
composite. Pour répondre a cette question, les MSCs ont été cultivées soit dans un milieu de culture
simple (DMEM supplémenté en 10 % de SFV), soit dans un milieu de culture connu pour favoriser la

différenciation ostéogénique (StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit).

Lorsque les MSCs s’engagent dans la voie de différenciation ostéoblastique, elles sur-expriment la
phosphatase alcaline (ALP) qui est impliquée dans la minéralisation de la matrice extracellulaire.
L'activité enzymatique de I'ALP a donc été mesurée par cytochimie apres 1 et 7 jours de culture en

présence des différentes matrices.

Quelle que soit la composition des matrices, nous n’avons pas détecté d’activité enzymatique ALP
qguand les cellules étaient cultivées dans le milieu DMEM sans facteurs ostéoinducteurs (résultats non

montrés).

En revanche, cette activité enzymatique a été détectée lorsque les cellules étaient cultivées pendant
7 jours dans le milieu StemPro® (Figure 5). Bien que qualitative, cette analyse de I'activité enzymatique
de I'ALP montre des différences selon la composition des matrices. La présence du peptide
IKVAV/YIGSR ainsi que la présence de particules d’"HA semblent stimuler I'activité enzymatique ALP
apres 7 jours de culture. Nous pouvons notamment détecter I'activité ALP dans les MSCs cultivées sur
les matrices fonctionnalisées avec le peptide IKVAV/YIGSR dés le premier jour de culture, ce qui n’est

pas le cas pour les cultures des MSCs dans les matrices ne contenant pas ces deux séquences.
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Figure 5 : Cytochimie de la phosphatase alcaline des MSCs cultivées dans les matrices

composites.
La cytochimie de I'activité de la phophatase alcaline des cellules MSCs a été mesurée aprés 1 (J1), et 7 jours (J7) de
culture dans les matrices ELPs (n=2) contenant (+) ou non (-) le peptide IKVAV/YIGSR et différentes concentrations de
particules d’'HA (0 %, 1 %, 2 %, 2,5 %). Les acquisitions ont été réalisées a la loupe binoculaire avec un objectif X8.
Barre =500 um.

Pour conclure, ces résultats suggérent que les MSCs cultivées en 3D dans nos matrices composites sont
capables de maintenir une activité métabolique pendant 7 jours de culture (Figure 4). L’activité
phosphatase alcaline apparait augmentée quand les cellules sont cultivées en présence des matrices

contenant le peptide IKVAV/YIGSR et les particules d’"HA (Figure 5).

Pour confirmer ces résultats, il faudra quantifier cette activité ALP, puis réaliser une étude de
I’expression d’autres marqueurs de la différenciation ostéoblastique. En effet, les précédents travaux
de notre équipe avaient montré que des hydrogels a base d’ELPs contenant le peptide IKVAV, mais
dépourvus de phase minerale, permettaient de stimuler la différenciation des MSCs vers la voie
ostéogenique. Des exériences de RT-QPCR avaient en effet montré une surexpression des ARNm
codant les facteurs Runx2, Osx, Opn, VegfA et Bmp2 par rapport a une matrice sans peptide (Dos

Santos et al. 2019).

Nous avons essayé de réitérer ces expériences avec nos matrices sans succes. Le probléme principal

réside dans notre incapacité a purifier des quantités suffisantes d’ARN a partir des cultures cellulaires,
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et ce quel que soit le protocole de purification utilisé. Nous pensons que ces échecs sont la résultante
de deux problémes. Le premier tient a la difficulté a homogénéiser le matériel dans le tampon de lyse.
En raison de la nature poreuse du matériau, les cellules sont présentes a la surface mais également a
I'intérieur de I'hydrogel. Il y a donc une difficulté a broyer efficacement le matériel pour libérer tous
les constituants cellulaires qu’il contient. Le second probleme, qui selon nous est le plus important,
tient a la présence de particules d’"HA dans nos matrices. Ces particules étant chargées positivement,
elles forment des liaisons electrostatiques avec les molécules d’acides nucléiques (ADN et ARN) qui
sont libérées lors de I'étape de lyse cellulaire. Visiblement, ces liaisons sont suffisament importantes

pour empécher la purification efficace des molécules d’ARN.

Pour pallier ce probleme, nous envisageons dans le futur, soit d’augmenter le nombre de cellules
ensemencées par hydrogel, soit d’ajouter un polyanion avant I'étape de lyse pour saturer les charges

positives de I'HA et ainsi éviter 'adsorption des ARNs.

3.3. Prolifération des cellules endothéliales.
L'activité métabolique des ECs cultivées sur les matrices composites a été évaluée par le test de
I’Alamar Blue (Figure 6A) en fonction du temps de culture (J1, J4, J7). Le nombre de cellules ECs
ensemencées dans les différentes formulations de matrices était identique a celui précédemment

utilisé pour les MSCs.

Comparativement a I'activité des MSCs, nous avons observé une augmentation significative de

I'activité métabolique en fonction du temps dans toutes les conditions étudiées.

Dans les matrices dépourvues de peptide IKVAV/YIGSR, I'activité métabolique était similaire aprés 4

jours de culture quelle que soit la concentration en HA.

La différence était plus importante apres 7 jours de culture : I'activité métabolique des ECs était
significativement plus élevée dans les matériaux sans HA que dans ceux qui en contenaient 1 ou 2 %.
Toutefois, ces résultats sont a prendre avec précaution car les matrices ne contenant pas le peptide

IKVAV/YIGSR ont commencé a se déliter aprés 4 jours de culture, rendant difficile leur analyse.

Dans les matrices contenant le peptide IKVAV/YIGSR, les ECs ont semblé proliférer moins rapidement
apres 4 jours de culture que dans les matrices sans peptide. Cette différence est surtout visible quand
on compare les résultats obtenus avec les cultures témoins en 2D. De plus, I'activité métabolique des
ECs cultivées sur les matrices contenant le peptide est significativement plus faible que celle mesurée
en absence de peptide. Seule la condition matrice + peptide IKVAV/YIGSR + 2 % HA semble augmenter

I’activité métabolique des ECs.
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Apreés 7 jours de culture, I'activité métabolique des ECs cultivées dans les matrices composites avec ou
sans peptide etait relativement similaire. La encore, les meilleurs résultats ont été obtenus avec le

composite contenant 2 % d’HA.

Ces résultats suggérent donc que la présence du peptide IKVAV/YIGSR ralenti la prolifération des ECs.
A J4, la quantité de cellules a été multipliée par un facteur 4-5 dans les matrices sans peptide, mais

seulement par un facteur 2 dans celles qui en contiennent.

En revanche, aprés 7 jours de culture I'activité métabolique est similaire a celle mesurée a J4 pour les
matrices sans peptide, alors qu’elle a été multipliée par un facteur 2 pour les matrices IKVAV/YIGSR.
La présence du peptide diminue donc la vitesse de prolifération cellulaire, mais n’est pas vraiment
délétére puisque les activités métaboliques mesurées a 7 jours étaient relativement similaires entre

les matrices contenant ou pas les séquences IKVAV/YIGSR.

Quant a I'effet de I’'HA sur les ECs, dans les matrices sans peptides, la présence de 1 % d’HA semble
diminuer I'activité métabolique aprés 7 jours de culture par rapport a une matrice sans HA. En
revanche, I'augmentation de la concentration a 2,5 % d’HA augmente |’activité métabolique chez les
mémes cellules. Nous n’avons pas d’explication pour ces résultats contradictoires. D’autre part, la
concentration en HA des matrices contenant le peptide IKVAV/YIGSR ne semble pas avoir une influence
trés importante sur I'activité métabolique des ECs. Seule la condition avec 2 % d’"HA semble donner de
meilleurs résultats, mais un plus grand nombre d’expériences serait nécessaire pour confirmer cette

observation.

La distribution des ECs dans les différentes conditions de culture 3D et 2D a été évaluée a I'aide de
cellules exprimant la protéine Red Fluorescent Protein (ECs-RFP). Les résultats montrés dans la Figure
6B montrent que les ECs étaient réparties de maniere assez homogéne a la surface des matrices. Nous
avons cherché a savoir si les cellules pouvaient pénétrer a I'intérieur des hydrogels grace aux pores
interconnectés mais I'analyse par microscopie confocale n’a pas permis de mettre en évidence leur

présence dans toute I'épaisseur de la matrice (limite a 500 um).

Pour conclure sur ces expériences préliminaires, nos matrices composites permettaient la survie des
ECs et leur prolifération. La présence du peptide IKVAV/YIGSR ne semblait pas avoir d’effet bénéfique
sur I'activité métabolique des ECs. Néanmoins ces expériences n’ayant été réalisées qu’une seule fois,
elles devront étre répétées et complétées par une analyse quantitative des marqueurs endothéliaux

avant de statuer définitivement sur le réle du peptide IKVAV/YIGSR sur la fonction endothéliale.
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Figure 6 : Viabilité cellulaire et distribution des ECs dans les matrices composites.
(A) L'activité métabolique des cellules ECs ensemencées sur les matrices ELPs (n= 6-8) contenant (+) ou non (-) le
peptide IKVAV/YIGSR et différentes concentrations de particules d’HA (0 %, 1 %, 2 %, 2,5 %)°a été mesurée apreés 1
(J1), 4 (J4) et 7 jours (J7) de culture, grace a un test Alamar Blue. Une analyse statistique de la variance avec un test
Anova suivi d’un post-test Bonferroni a été réalisé (ns = non significatif, p*** <0.001). Barre = 500 um. (B) Distribution
des ECs marquées avec la proteine RFP (Red Fluorescent Protein) en fonction du temps de culture (J1 et J7) des
conditions en 3D dans les différentes formulations de matrices ELPs et en 2D.
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3.4. Influence du peptide IKVAV/YIGSR sur le développement des neurites.
Le développement des NS au sein des matrices contenant ou non le peptide IKVAV/YIGSR a été évalué
apres 7 jours de culture. Les neurites des NS ont été marqués a I'aide d’un anticorps dirigé contre la

Il tubuline (Figure 7).

Pour les matrices dépourvues du peptide IKVAV/YIGSR, quelle que soit la concentration en HA, les
neurites se sont peu développés. Les NS sont restés majoritairement organisés sous forme d’agrégats.
A I'opposé, nous avons observé la formation de longs neurites avec toutes les matrices contenant le

peptide IKVAV/YIGSR. De plus, les NS s’organisaient en réseaux.

La concentration en HA ne semblait pas avoir un effet particulier sur le développement des NS.
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Figure 7 : Neurones sensoriels aprés 7 jours de culture sur les différentes matrices.
Des NS purifiés a partir des DRG de rat ont été cultivés pendant 7 jours avec les matrices d’ELPs contenant (+) ou non
(-) le peptide IKVAV/YIGSR et 0 %, 1 %, 2 % et 2,5 % de particules d’"HA. Un immunomarquage de la B Ill tubuline a été
réalisé mettant en évidence les NS et la croissance des neurites. Des acquisitions au microscope confocal ont été
réalisées avec un objectif 20X. La barre d’échelle = 100 um.

Ces observations ont été confirmées par la quantification de la longueur des neurites (Figure 8). Dans
les matrices qui ne contenaient pas le peptide IKVAV/YIGSR, la longueur des neurites était de 12 +/- 8
um en absence de particules d’HA, et respectivement de 15 +/- 2 pm, 10 +/- 5 um et 10 +/- 3 um avec
1%, 2 % et 2,5 % d’HA. La présence de ces particules minérales dans les hydrogels n’a donc pas

d’influence sur le développement des neurites.

Cette méme conclusion peut étre faite dans le cas des matrices contenant le peptide IKVAV/YIGSR et
des concentrations croissantes de particules de HA. La présence de HA dans les matrices ne stimule
pas la croissance des neurites. Nous avons méme mesuré des longueurs de neurites plus courtes en
présence de 2,5 % de particules d’HA (46 +/- 7 um) contre environ 60 pm pour les autres matrices (0

%, 1 %, 2 % d’HA). Nous pouvons faire I’hypothese que les neurites étant de fins prolongements
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neuronauy, ils peuvent étre sensibles a la rugosité des matériaux. Des concentrations trop élevées en

particules d’HA limiteraient donc leur croissance.

Dans les matrices contenant le peptide IKVAV/YIGSR, les valeurs mesurées aprés 7 jours de
culture dans les hydrogels contenant le peptide étaient toujours 4 a 6 fois supérieures a celles
mesurées en absence de peptide : 65 +/- 21 um en absence d’HA, et respectivement 64 +/- 10 um, 62
+/-9umet46+/-7 umavec 1%, 2 % et 2,5 % d’HA. Cela confirme les résultats préalablement publiés
par d’autres équipes (Silva et al. 2004; Tashiro et al. 1989), ainsi que ceux obtenus par notre équipe
(Dos Santos et al. 2019) qui avaient montré que la concentration en peptide IKVAV avait une influence
sur la neurogenése. En revanche, nous ne pouvons pas savoir si I’effet observé correspond a I'effet du
peptide IKVAV seul, ou s’il existe une synergie entre les deux séquences issues de la laminine. En effet,
dans la stratégie choisie pour notre étude le rapport entre les peptides IKVAV et YIGSR est constant (=

1). Pour savoir quelle est l'influence de chaque séquence, il faudrait refaire les mémes expériences

avec des matrices ne contenant que les séquences IKVAV ou YIGSR.
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Figure 8 : Effet du peptide IKVAV/YIGSR sur la longueur des neurites des neurones sensoriels

apres 7 jours de culture sur les différentes matrices.
Les résultats sont présentés comme la moyenne des neurites quantifiés sur 3 acquisitions par matrice avec 3<n<6 par
condition. Un test statistique de Mann-Whitney a été réalisé avec le logiciel Prism (ns = non significatif et p *** <
0.001).

V. Conclusion.

Différentes matrices a base d’ELPs ont été produites i) avec ou sans le peptide contenant les séquences

IKVAV et YIGSR connues pour leurs roles dans I'adhérence et le recrutement des cellules endothéliales
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et neuronales ii) avec ou sans particules d’"HA qui favorisent la formation d’une matrice extracellulaire

minéralisée, I'ostéogenese et in fine la formation osseuse.

La premiere question posée était de déterminer si ces différentes formulations avaient une incidence
sur la survie, la prolifération des cellules et leur fonction. Les cellules choisies étaient les MSCs, les ECs
et les NS, les données de la littérature ayant précédemment montré que ces trois types cellulaires
participaient a la réparation osseuse. Nos premieres expériences ont montré I’'absence de cytotoxicité

des différentes formulations, quel que soit le type cellulaire.

La deuxiéme question concernait le role joué par le peptide IKVAV/YIGSR sur I'activité des trois types
cellulaires. La présence du peptide IKVAV/YIGSR au sein des matrices ne semble pas avoir d’effet
majeur sur la prolifération et la viabilité des MSCs et des ECs. En revanche, ce peptide IKVAV/YIGSR
semble essentiel a la croissance des neurites des neurones sensoriels. Le fait d’avoir développé les
matrices d’ELPs avec un seul peptide contenant les deux motifs IKVAV/YIGSR ne permet pas toutefois
progéniteyS’agissant du role de la supplémentation en HA, cette étude doit étre complétée, et plus
particulierement I'effet sur la différenciation des MSCs. Une étude de I'expression des génes impliqués

dans la différentiation ostéogénique pourra étre effectuée pour mieux évaluer cet effet.

Enfin, nous avons cultivé séparément les MSCs, les ECs et les NS sur nos matrices composites. Il serait
intéressant de faire une étude similaire dans des modeéles de co-cultures, afin d’observer une
éventuelle synergie de ces cellules sur I'activité ostéogénique, endothéliale ou neuronale. En effet, de
précédents travaux réalisés dans notre équipe a I'aide de chambres de culture microfluidiques ont
montré que les NS améliorent la différenciation ostéogénique des MSCs (Silva et al. 2017). lls ont
également un effet direct sur les fonctions des ECs et le remodelage de la MEC vasculaire (Leroux et
al. 2020). Nous pourrions donc utiliser le modéle de chambre de co-culture en 3D développé au
laboratoire BioTis qui contient un compartiment central destiné a recevoir les matrices et des
compartiments latéraux séparés avec des micro-canaux pour séparer physiquement le corps cellulaire
des NS de leur prolongements neuritiques. Cette séparation physique est plus proche des conditions
physiologiques, et pourrait permettre de mieux mimer in vitro le processus d’innervation des matrices
3D colonisées par les MSCs et les ECs. Cela permettrait également d’identifier les molécules échangées
lors de la communication entre ces trois types cellulaires en 3D (voir paragraphe « Conclusion et

Perspectives », Schéma 1).

Dans la suite de ce travail, les matrices contenant le peptide IKVAV/YIGSR et différentes concentrations
en HA ont été implantées in vivo chez le petit animal pour sélectionner la formulation présentant les

meilleures caractéristiques en termes de formation osseuse, vascularisation et innervation
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l. Introduction.

Le rble des systémes vasculaire et nerveux dans le développement et le remodelage du squelette est
aujourd’hui décrit dans la littérature (Niedzwiedzki and Filipowska, 2015). Dans les premieres phases
de la régénération du tissu osseux, le systéme vasculaire joue un réle majeur grace a l'apport en
nutriments et en oxygene. De facon plus précise, dans un contexte de réparation guidée par un
biomatériau, sa survie et son ostéointégration dépendent du développement d’un réseau vasculaire
en son sein apres son implantation. Les vaisseaux sanguins fournissent des nutriments et des facteurs
de croissance aux cellules mésenchymateuses recrutées, favorisant leur différenciation vers le lignage
ostéoblastique, et donc I'ostéogenése. Les précurseurs des ostéoblastes sont en effet associés aux
vaisseaux sanguins envahisseurs et sont localisés de facon périvasculaire (Maes et al. 2010). Si ce

réseau fait défaut, la régénération du tissu osseux peut étre compromise.

Les fibres nerveuses suivent les vaisseaux sanguins et se retrouvent dans le périoste, I'os trabéculaire
et cortical, la moelle osseuse et la plaque épiphysaire (Brazill et al. 2019). Le développement des fibres
nerveuses et des vaisseaux sanguins se produit souvent de maniére concomitante, |'une suivant le
trajet de l'autre (Li, Meyers, et al. 2019). Par ailleurs, il est désormais admis qu’un systéeme nerveux

fonctionnel est essentiel au remodelage osseux local et a la guérison des fractures (Li et al. 2001).

De nombreuses études expérimentales de dénervation réalisées chez le petit animal ont révélé le role
crucial du systeme nerveux dans la néoformation osseuse (Song et al. 2012). Cao et ses collaborateurs
(Cao et al. 2019) ont montré que I'absence de nerfs sensitifs réduit la qualité de I'os néoformé. Il est
aussi connu que les patients atteints de Iésions médullaires associées a une innervation périphérique
insuffisante présentent une réparation osseuse altérée ainsi qu’un risque élevé de récidive des

fractures (Garland & Adkins 2001).

Dans ce contexte, et suite au développement de la matrice composite a base d’ELPs fonctionnalisée
par les peptides IKVAV/YIGSR, SNA15 et supplémentée en particules d’"HA (Chapitre 1 et 2), puis a
I’évaluation in vitro de sa biocompatibilité vis-a-vis des cellules mésenchymateuses, des cellules

endothéliales et des neurones sensoriels (Chapitre 3), nos deux objectifs sont maintenant les suivants :

e Sélectionner la formulation des matrices composites, et plus particulierement leur
concentration en HA, qui permet d’obtenir le meilleur potentiel de vascularisation et
d’innervation dans un modele d’'implantation ectopique. Pour ce faire, des matrices contenant
0%, 1%, 2% et 2,5 % d’'HA ont été implantées en site sous-cutané chez la souris. Les tissus
néoformés ont été analysés par micro-tomographie aux rayons X (micro-CT) pour assurer le
suivi de la minéralisation ectopique, par histologie et immunohistochimie pour identifier les

structures vasculaires et neuronales ainsi que les marqueurs de l'inflammation.
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e Evaluer la capacité de réparation osseuse de la matrice présentant les meilleures
caractéristiques dans des modeles expérimentaux de lésions osseuses chez le rat. Deux
modeles expérimentaux ont été évalués : le premier concerne la réparation d’une lésion du
condyle fémoral de rat, le deuxieme concerne la réparation d’une Iésion de taille critique au
niveau de la mandibule de rat. Pour ces deux modeéles, la minéralisation a été suivie par micro-
CT au cours du temps, et nous avons effectué des analyses histologiques pour chaque temps
analysé. La formation de tissu ostéoide a été visualisée par une coloration au Trichrome de
Masson permettant de distinguer le tissu osseux néoformé. La formation de structures
vasculaires, structures nerveuses et la présence de cellules osseuses, ont été évaluées par
immunohistochimie avec des marqueurs vasculaires (Endomucine, Meca32, Podocalyxine),

neuronaux (B Il tubuline), et osseux (Osteocalcine).

Il. Matériels et méthodes.

2.1. Implantations des matrices en sous-cutané.
Les matrices d’ELPs et peptides contenant 0 %, 1 %, 2 % et 2,5 % (m/v) d’"HA (cf : Chapitre 2), ont été
implantées en site sous-cutané chez la souris afin d’évaluer leur potentiel (i) de minéralisation

ectopique, (ii) angiogénique et (iii) d’'innervation aux jours J0, J3, J7, J15 et J30 post-implantation.

Figure 1 : Implantations en site sous-cutané de deux biomatériaux.

Par ailleurs, le devenir des matrices dans ce méme site sous-cutané a été étudié aprés 3 mois et 6 mois

d’implantation pour évaluer leur dégradabilité.

Brievement, une incision de 1 cm a été réalisée a I'aide d’un scalpel et une poche a été réalisée a I'aide
de ciseaux entre les couches dermique et musculaire. Deux matrices de composition différentes ont
été implantées de part et d’autre de la colonne vertébrale dans des souris femelles Balb/c de 8

semaines (Figure 1). Ces souris ont été hébergées en groupe dans |'animalerie conventionnelle de
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I'Université de Bordeaux. Elles ont été soumises a un rythme circadien jour-nuit et nourries a la
demande. Le protocole d'expérimentation animale a été approuvé par le comité d'éthique local

(protocole #4375-2016030408537165).

2% HA A
Temps 0% 1% 2% 2,5% s/:ns Controle
d’implantations | HA HA HA HA IKVAV/YIGSR Négatif
T B S B 4 4 /
~4 h post-implantation
4 4
13 4 4 / /
17 4 4 4 4 4 4
115 4 4 4 4 4 /
4 4 4 4
130 4 /
3 mois 4 4 4 4 / /
6 mois /

Tableau 1 : Nombre de matrices composites ELPs implantées en site sous-cutané.
Le nombre d’échantillons en noir correspond a ceux utilisés pour les analyses par micro-CT et analyses histologiques

et ceux en correspond a ceux utilisés pour la technique de transparisation (voir paragraphe 2.5). Les contréles
négatifs correspondent aux animaux ayant subi I'ensemble des étapes chirurgicales exceptées |'implantation de
matériaux.

Le matériau contréle sans peptide est nommé 2 % HA sans IKVAV/YIGSR. Le contrble négatif
correspond aux animaux ayant subi les mémes étapes de chirurgie incluant I'anesthésie, I'incision et

la suture, mais aucun matériau n’a été implanté.

Les temps courts apres implantation (JO, J3, J7) ont été sélectionnés pour mettre en évidence les
cinétiques d’innervation, de vascularisation, ainsi qu’une possible réaction inflammatoire. Les temps
J15 et J30 ont permis de mettre en évidence une minéralisation ectopique des matrices. Les temps 3
et 6 mois ont été utilisés pour étudier la biodégradation des matrices composites en fonction de leur

formulation.

2.2. Implantations des matrices dans des défauts osseux.
Les implantations en défaut osseux ont été réalisées chez des rates de la lignée Wistar (Janvier Labs®,
modele RjHan:WI) dgées de 12 semaines. 30 animaux ont été utilisés respectivement dans les modeéles
de lésion fémorale et mandibulaire. Dans un premier temps les animaux ont été anesthésiés dans une
chambre d’induction avec 4 % d’isoflurane a un débit d’air de 1,5 L/min, puis dans un second temps

I'anesthésie a été maintenue a I'aide d’'un masque sous 2 % d’isoflurane avec un débit d’air de 0,9
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L/min. Les sites d’implantation ont été rasés puis nettoyés avec de la Bétadine®. De la buprénorphine

a été injectée en sous-cutanée avant la chirurgie et les deux jours suivants.

2.2.1. Le Collapat ® comme matériau controéle.
Le matériau Collapat® commercialisé par SYMATESE® biomatériau (France) a été utilisé comme
matériau contrble positif. C'est un substitut osseux résorbable utilisé principalement pour le
comblement d’os alvéolaire par les dentistes. Il se présente sous la forme d’une éponge macroporeuse
(Figure 2). Il est composé de protéines collagéniques d’origine bovine et de granules d’hydroxyapatite
de synthese. Sa composition est proche de celle des matrices composites a base d’ELPs développées

dans notre travail.

Figure 2 : Image macroscopigque et par microscopie électronique a balayage (MEB) des

matériaux Collapat® (A, B) et des matrices composites contenant 2 % d’HA (C,D).

2.2.2.  Modele expérimental de Iésion osseuse dans le condyle fémoral de rat.
Une lésion osseuse de 3 mm de diametre a été réalisée a I'aide d’une fraise chirurgicale dans la partie
distale des condyles fémoraux de rat (Figure 3), selon le protocole #32504-2021072111152646. Trois
conditions ont été étudiées : lésion laissée vide (contrble négatif) ; [ésion comblée avec du Collapat®
(contréle commercial positif) ou comblée avec notre matrice composite. Deux |ésions osseuses ont été
réalisées par rat, une dans chaque condyle fémoral, pour étudier des conditions différentes (Tableau

2).
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Figure 3 : Implantation des matrices composites dans une Iésion osseuse réalisée au niveau

de I’épiphyse du condyle fémoral.
Aprés une premiére incision permettant I'exposition du condyle fémoral, un défaut de 3 mm de diametre est réalisé
a I'aide d’une fraise (A), I'os découpé est enlevé (B), le défaut est alors comblé par le biomatériau d’intérét (C). Le
muscle puis la peau sont recousus a I'aide de fils résorbables (Vicryl Ethicon, 4/0) (D) et des agrafes sont posées. De
I’Aluspray®(Vetoquinol®) est posé pour favoriser la cicatrisation de la plaie.

:I'emps apres Matrlc.e Défaut non ®
implantation | composite X Collapat
mblé
ELPs
17 4 4 4
4 4 4
J15
4 4 4
J30
J60 4 4 4

Tableau 2 : Nombre de matériaux implantés en site osseux aux différents temps.
Le contréle négatif correspond au site non comblé, le matériau contrdle est le Collapat® et le matériau testé est la
matrice composite d’ELPs. Le nombre d’échantillons en noir correspond a ceux utilisés pour les analyses histologiques
et immunohistochimiques et ceux en correspond a ceux utilisés dans la technique de transparisation.

La réparation osseuse a été suivie in vivo par micro-CT aux temps J7, J15, J30 et J60. Les animaux ont
été sacrifiés aux mémes temps (4 a 5 animaux par temps), et les fémurs ont été prélevés et fixés en

PFA 4 % pour les études histologiques et immunohistochimiques.

2.2.3.  Modeéle expérimental de Iésion osseuse de taille critique dans la mandibule de rat.
Une lésion osseuse circulaire de 3,3 mm de diamétre a été réalisée dans la partie latérale de la
mandibule (ramus), a I'aide d’un trépan selon la saisine #32463-202201261842498. Ces lésions
osseuses ont été soit laissées vides, soit comblées avec du Collapat® ou avec notre matrice d’intérét.

La minéralisation osseuse a été suivie in vivo par micro-CT aprées 7, 15, 30 et 60 jours d’'implantation.
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Les animaux ont été euthanasiés aux différents temps, et les mandibules ont été prélevées pour

réaliser les analyses histologiques et immunohistochimiques.

Figure 4 : Réalisation d’un défaut osseux dans I’os de la mandibule et implantation du

biomatériau.
Apres une premiere incision permettant I’exposition de la mandibule (A), un défaut de 3,3 mm de diamétre est réalisé
a I'aide d’un trépan, I'os découpé est enlevé (B), le défaut alors comblé par le biomatériau d’intérét (C). Le muscle
puis la peau sont recousus a I'aide de fils résorbables (Vicryl Ethicon, 4/0) et des agrafes sont posées. La cicatrice est
aspergée avec de I’Aluspray®(Vetoquinol®) pour faciliter la vascularisation.

2.3. Suivi de la minéralisation par microtomographie aux rayons X (micro-CT).
La réparation des Iésions osseuses a été suivie par microtomographie aux rayons X a haute résolution.
Cette méthode d’analyse non invasive nous a permis de suivre la reconstruction osseuse de fagon

longitudinale chez le méme animal par la reconstruction d’images en trois dimensions.

L'appareil de microtomographie a rayons X utilisé dans cette étude est un Quantum FX Caliper (Life
Sciences®, Perkin ElImer, Waltham, MA). La source de rayons X a été réglée a 80 kV et 200 pA. Les
données brutes 3D ont été obtenues en faisant tourner autour des animaux a la fois la source de rayons
X et le détecteur a 360 ° avec un pas de rotation de 0,6 °. Ces derniers ont été maintenus sous
anesthésie générale avec 2 % d’isofluorane pendant I'acquisition des images. Les projections d'images
ont été automatiquement reconstruites (logiciel RigakuSW®, Caliper) en une pile Dicom. Pour la
reconstruction tridimensionnelle, le logiciel eXplore MicroView® (General Electric Healthcare,
Milwaukee, WI) a été utilisé. La région d'intérét (ROI) a été déterminée comme étant le volume du
défaut osseux initial, permettant la quantification du volume osseux néoformé par rapport au volume

total des échantillons (volume osseux/volume total = BV/TV).
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Figure 5 : Analyse des matrices composites implantées en sous-cutané a I’'aide du logiciel
Micro View®.
L'emplacement des matrices composites est indiqué a I'aide des fleches jaunes. Les matrices ELPs sont visibles dans
le plan axial (bleu), coronal (vert) et sagittal (rouge) aprés 15 jours d’implantation.

2.4. Analyses histologiques des matrices implantées.
Suite a l'imagerie micro-CT, les souris et les rats ont été sacrifiés dans une chambre a CO,. Les matrices
et le tissu environnant ont été récupérés et fixés avec du PFA a 4 % (Antigenfix®, DIAPATH) pendant
24 h a température ambiante. Les matrices implantées en sites osseux ont subi une étape
supplémentaire de décalcification avec du Microdec® (DIAPATH, France) pendant au moins 1 mois avec
un changement de solution toutes les semaines. Cette solution permet de chélater les ions Ca%,

rendant alors le tissu osseux moins dur, ce qui facilite les coupes histologiques au microtome.

Tous les échantillons ont été déshydratés et inclus dans de la paraffine. Des sections de 7 um ont été

obtenues a 'aide d’'un microtome (Erpedia® modele HM 340E).

Avant coloration et immunomarquage toutes les lames ont été préalablement déparaffinées a I'aide
de 3 bains d’OTTIX® (DIAPATH). Les échantillons ont ensuite été réhydratés par des bains successifs

d’éthanol de concentration décroissante (100 %, 95 % et 70 %) pendant 5 min.

2.4.1. Colorations histologiques au Trichrome de Masson.

2.4.1.1. Coloration au Trichrome de Masson.
Les coupes histologiques issues des deux modeles d’implantation (ectopique et orthotopique) ont été
colorées au Trichrome de Masson modifié (le bleu d’aniline est remplacé par le vert lumiére qui
présente I'avantage d’étre moins toxique pour I'expérimentateur). Les lames ont été colorées par trois
solutions successives : une solution d’Hémalun (VWR # 1.09249.2500) , un mélange Fushine —Ponceau

1% (m/v)( VWR/RAL # 313200-0025 et RAL#316150-0025), et le Vert Lumiére 1 % (m/v) (Merck #
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1.15941.0025). La procédure colore en rouge le tissu ostéoide, en bleu/vert le collagéne de type | et le

tissu osseux, en rose les cytoplasmes, et en noir les noyaux de cellules.

Apreés coloration, les coupes ont été déshydratées par des bains successifs d’éthanol de concentration
croissante (70 %, 95 %, 100 %) pendant 2 min, suivis de 3 bains d’OTTIX® pendant 2 min. Enfin, un
montage entre lame et lamelle a été réalisé a I'aide d’un milieu de montage (Diamount®, MM France).
Des acquisitions ont ensuite été réalisées avec un microscope a scanner de lames, couplé a une caméra

TDI 3-CCD, et en utilisant le logiciel Nanozoomer Digital Pathology® (Hamamatsu Photonics, Japon).

2.4.1.2. Quantification du tissu ostéoide et collagénique néoformés.
Les pourcentages de tissu collagénique et de tissu ostéoide ont été déterminés a partir des coupes
histologiques colorées au Trichrome Masson (TM) en utilisant une macro spécialement congue sur
Imagel (Figure 6). Une région d’intérét (ROI) a été sélectionnée pour déterminer la zone correspondant
a la lésion. Les zones colorées en rouge foncé correspondant a du tissu ostéoide et celles en vert a du
tissu collagénique ont été détectées de facon semi-automatique. Les résultats de la quantification du
TM ont été exprimés en pourcentage de surface d'os néoformé par rapport a la surface totale. lls sont
présentés sous forme de moyenne + écart type. Pour les matrices implantées en site sous-cutané, le
nombre d’échantillons était compris entre 14 et 24 suivant le temps post-implantation ; pour les
matrices implantées dans le défaut condylaire, le nombre d’échantillons (coupes) variait entre 18 et

28 et entre 9 et 27 pour les matrices implantées dans un défaut mandibulaire.

Image initiale Tissu collagénique Tissu ostéoide

Figure 6 : Représentation de la méthode de quantification des tissus collagéniques et
ostéoides a I’aide du logiciel Imagel®.
Deux coupes histologiques de Iésions condylaires non comblées et colorées au TM, 7 et 30 jours apreés la chirurgie,
sont représentées en image initiale. La ROI utilisée pour délimiter le défaut et permettre ainsi la quantification est
représentée en jaune. Les couleurs représentant les tissus collagéniques et ostéoides sont indiquées.
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2.4.2.  Analyse immunohistologique.

2.4.2.1. Immunofluorescence des structures nerveuses et vasculaires.
Pour compléter les analyses histologiques des immunomarquages ont été réalisés sur les échantillons
coupés. Les anticorps anti - B Ill tubuline (Abcam®, ab18207) dilués au 1 :1000°™ et les anticorps anti
- Endomucine (Santa Cruz®, sc65495) dilués au 1 :100eme ont été utilisés afin de mettre en évidence
respectivement les fibres neuronales et les vaisseaux sanguins. Les anticorps anti - Meca 32 (BP
Pharmingen®, 550563) dilués au 1 :10°™ et anti - Podocalyxine (R&D Systems®, MAB1556) dilués au
1:1000°™ ont été utilisés en supplément de I'endomucine pour les expériences dites de

« transparisation » en 3D.

Le démasquage des sites antigéniques a été effectué par incubation dans un tampon citrate (Target
Retrieval Solution, Low pH -Dako Omnis®) a 95 °C pendant 20 min. Les coupes de tissus ont ensuite été
incubées dans un tampon de perméabilisation (0,5 % Triton X-100 dans le PBS 1X pH 7,4) pendant 30
min a température ambiante (RT), puis dans un tampon de saturation (0,1 % Triton X-100 et 10 % de
sérum d'ane dans du PBS 1X pH 7,4) pendant 1,5 h a température ambiante. Ensuite, les coupes ont
été incubées avec des anticorps primaires dilués dans le tampon de saturation pendant une nuit a 4
°C, suivi d'une incubation avec les anticorps secondaires fluorescents Alexa Fluor® A488 (Invitrogen®
A32790TR) et A568 (Invitrogen® A10042) dilués dans le PBS 1X pH 7,4 puis incubés pendant 1,5 h a
température ambiante. Toutes les coupes ont été incubées avec du DAPI (Thermo Scientific™,

Allemagne) (1 : 1000) pendant 20 min a température ambiante pour colorer les noyaux cellulaires.

Les échantillons ont été montés a |'aide de I’AquaPolymount (Polysciences®, VWR). L'imagerie des
échantillons a été réalisée a |'aide d'un microscope confocal a balayage laser (SP8, Leica Microsystems)

a I'aide d’un objectif 20X.
La surface des vaisseaux et des nerfs a été quantifié a I'aide du logiciel Imaris ®.

2.4.2.2. Immunofluorescence des cellules inflammatoires et osseuses.
Le méme protocole que précédemment décrit a été utilisé pour marquer les cellules inflammatoires
en utilisation des anticorps primaires dirigés contre le Cd11b et le CD45. Le Cd11b (Invitrogen® PA5-
79532) est un marqueur de toute la lignée myéloide, qui marque les monocytes, macrophages, et
neutrophiles, il a été utilisé dilué au 1:1000°™. Le CD45 (Invitrogen® 13-0451-82) marque les

leucocytes et a aussi été utilisé dilué au 1:1000°™e,

L’anticorps anti-ostéocalcine (R&D Systems®, MAB1419) dilué au 1:200°™ a permis de mettre en

évidence la présence des cellules osseuses dans les défauts condylaires.
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2.5. Transparisation des tissus et mise en évidence des réseaux neuronaux et
vasculaires.

Afin d’observer l'intégralité des réseaux neuronaux et vasculaires dans la matrice et dans les tissus

environnants, nous avons utilisé la technique dite de transparisation couplée a un immunomarquage

classique.

2.5.1.  Immunomarquage en « whole-mount ».
L'immunomarquage en whole-mount a été réalisée comme décrit précédemment (Belle et al., 2014).
Les souris et les rats ont été préalablement perfusés par voie intracardiaque avec une solution de
paraformaldéhyde (PFA) a 4 %. Brievement, les tissus ont été disséqués et immergés dans la méme
solution de fixation (PFA 4 %) pendant 24 h a 4 °C. Pour les tissus osseux, une étape supplémentaire
de décalcification a été faite grace a une incubation en Microdec® (EDTA) pendant 2 semaines a
température ambiante sous agitation. Les échantillons ont ensuite été déshydratés avec des solutions
croissantes de méthanol (20 %, 40 %, 60 %, 80 % et 100 %) pendant une heure a température ambiante.
Les échantillons ont été blanchis grace a une solution contenant 6 % de H.O, dans du méthanol
pendant une nuit a 4 °C. Les échantillons ont été réhydratés dans des solutions décroissantes de
méthanol de 100 a 20 % pendant une heure, puis lavés deux fois avec une solution de blocage PBSGSTT
(PBS Gélatine Saponine Triton Thimerosal) contenant 0,2 % (m/v) de gélatine, 0,1 % (m/v) de saponine,
0,5 % (v/v) de Triton X-100 et 0,01 % (v/v) de Thimerosal dans du PBS 1X pH 7,4 (Gibco®). Ensuite, les
tissus ont été incubés pendant deux jours dans la solution de blocage a 37 °C. Les anticorps primaires
ont été dilués dans la solution de PBSGSTT et incubés pendant une a deux semaines a 37 °C, suivis de
lavages dans le PBSGSTT a température ambiante. Les anticorps secondaires ont été incubés dans le

méme tampon pendant trois a six jours a 37 °C, puis lavés dans du PBSGSTT a température ambiante.

2.5.2.  « Transparisation » des tissus.
La « transparisation » des tissus a été effectuée selon le protocole iDISCO+ (Renier et al., 2016).
Brievement, les tissus ont été déshydratés dans des solutions croissantes de méthanol (20 %, 40 %, 60
%, 80 % et 100 %) pendant une heure, puis délipidés par incubation dans un mélange dichlorométhane
/ méthanol (1:3) pendant 3 h a température ambiante. Enfin, les tissus ont été « transparisés » par
immersion dans de I'éther dibenzylique (Sigma® Cat#108014) pendant une nuit a température

ambiante.

2.5.3.  Acquisition et traitement des images.
L'imagerie des échantillons en 3D a été réalisée a I'aide d'un ultramicroscope a fluorescence a feuille
de lumiere (LaVision BioTec Ultramicroscope Il) et du logiciel ImspectorPro®. Les images volumiques

3D ont été générées a I'aide du logiciel Imaris®.
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Le traitement des images a été effectué a I'aide du logiciel Imaris® pour le comptage cellulaire dans les
volumes 3D. Tous les volumes ont été déterminés sur la base de I'autofluorescence du tissu, créé
manuellement avec [l'outil "Surface" de Imaris®. La coloration positive a été comptée

automatiquement dans les volumes précédemment définis en utilisant I'outil " Surface "
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Figure 7 : Résumé des principales étapes nécessaires a la technigue de « transparisation » ou

« Tissue Clearing » des tissus osseux, adapté de Jing et al., 2019.
Les tissus durs (os et dents) sont distincts des tissus mous de par leur minéralisation élevée, leur contenu enrichi en
collagéne, une faible teneur en lipides et la présence d’'une moelle osseuse contenant des cellules sanguines
fortement autofluorescentes. Le protocole de « transparisation » ou « Tissue Clearing » a été adapté avec une étape
de décalcification et une dépigmentation préalable, puis les étapes habituelles de délipidation, immunomarquage,
déshydratation et « transparisation » ont été effectuées.

2.6. Analyses statistiques.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a |'aide du logiciel Graphpad Prism®. L'évaluation de
la signification statistique des différences a été réalisée a I'aide d'un test d’analyse de la variance

(ANOVA) non paramétrique. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne et écart type.
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1. Résultats des implantations en site ectopique des matrices ELPs
supplémentées avec différentes concentrations d’HA.

Des matrices d’ELPs et peptides contenant différentes concentrations en particules d’HA ont été
implantées en site sous-cutané pour sélectionner celle présentant les meilleures capacités en termes
de minéralisation, de vascularisation et d’innervation. Les quatre matrices différaient seulement par

leur contenuen HA (0%, 1 %, 2 % et 2,5 % de particules).

3.1. Potentiel de minéralisation des matrices composites ELPs.
La minéralisation des matrices implantées en site sous-cutané a été suivie par micro-CT des
I'implantation (JO) de la matrice, puis aprés 15 et 30 jours (J15 et J30) (Figure 8). Au jour 0 aucune
minéralisation n’est observée dans les implants 0 %, 1 % et 2 % HA alors qu'une tres faible
minéralisation est observée pour la matrice 2,5 % HA (Figure 8). Ces résultats indiquent que les

particules d’"HA aux concentrations étudiées ne sont que peu visibles par la technique de micro-CT.
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Figure 8 : Suivi longitudinal de la minéralisation des matrices par micro-CT.
Images micro-CT représentatives de l'implantation sous-cutanée des matrices sans HA ou contenant 1 %, 2 % et 2,5
% (m/v) d’HA apres 0, 15 et 30 jours d’implantation. Le volume minéral/volume total (MV/TV) a été mesuré a partir
d'images micro-CT tridimensionnelles reconstruites a I'aide du logiciel Microview?®. Le test statistique ANOVA suivi du
test post hoc de Bonferroni avec * p<0.05 et ** p<0.01 a été réalisé.
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Apres 15 et 30 jours d’'implantation, du tissu minéralisé ectopique s’est formé dans les matrices
contenant les particules d’HA. Le volume de tissu minéralisé formé dans ces matrices composites
augmente au cours du temps (Figure 8). Toutefois, aucune minéralisation n’a été détectée apres
implantation des matrices dépourvues d’HA, démontrant I'importance de ces particules dans le
processus de minéralisation. Aprés 1 mois d’implantation (J30) les matrices contenant 1 % d’HA ont
induit une augmentation du volume minéral de 21 + 10 %, de 42 £ 7 % pour celles contenant 2 % d’HA,
et de 37 £ 5 % pour les matrices contenant 2,5 % de particules. Nous n’avons pas mesuré de différence
significative dans la quantité de tissu minéralisé formé entre les matrices contenant 2 % et 2,5 % d’HA
apres 30 jours d'implantation. Le suivi de la minéralisation de la matrice 2 % HA est présenté Figure S1

(paragraphe « Annexes »).

3.2. Etude des propriétés ostéoinductrices des matrices composites.
Aprés 4 semaines d'implantation, les matrices ont été excisées, incluses dans de la paraffine et
analysées histologiquement par coloration au trichrome de Masson afin d'évaluer l'architecture

tissulaire, la colonisation cellulaire, I'inflammation et la formation de tissu ostéoide.

Les coupes histologiques des matériaux associées aux tissus épidermiques, adipeux et musculaires
environnants montrent qu'apres 1 mois d’implantation il se produit trés peu de fibrose autour des
matrices d’ELPs, et ce quelle que soit la formulation (Figure 9). Cela indique que les matrices induisent
peu d'inflammation et qu’elles ne sont pas rejetées. Ces résultats sont en accord avec la
biocompatibilité démontrée in vitro (Chapitre 3). La structure en feuillet précédemment observée pour

les matrices en cryo-MEB (Chapitre 2) est retrouvée sur ces coupes, ainsi que la présence de pores.

La présence de noyaux cellulaires au sein des matrices implantées a également été observée, indiquant

que des cellules ont été capables de pénétrer a I'intérieur de ces matrices.

Les tissus et les matrices n'ayant pas été décalcifiés, certaines zones de forte minéralisation ont été
endommageées lors des coupes au microtome. Toutefois, on remarque la présence de minéralisation
sous forme de cristaux de couleur violet foncé. On peut également observer la présence de tissu

ostéoide en périphérie et au sein des matrices.

La quantité de tissu ostéoide nouvellement formé (Figure 9B) augmente de facon significative en
fonction de la quantité d’HA dans la matrice de 0 a 2 %. En revanche, les valeurs mesurées dans les
matrices contenant 2,5 % de fraction minérale ne sont pas significativement différentes de celles qui

en contiennent 2 %.
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Figure 9 : Analyse histologique des matrices implantées en site ectopique et colorées au

Trichrome de Masson.
Les matrices comprenant 0 %, 1 %, 2 % et 2,5% d’HA ont été implantées en sous-cutané et colorées au Trichrome de
Masson. Les fleches jaunes mettent en évidence la présence de minéral. Barre d’échelle du haut = 500 um, Barre
d’échelle du bas = 50 um. Analyse quantitative des tissus ostéoide formés (15 < n < 23 par échantillon) avec un test
de comparaison multiple de Kruskal-Wallis avec p ** <0.01 et p *** < 0.001.
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La quantification du tissu ostéoide formé ayant été réalisée a I'aide d’un programme automatisé, une
surestimation de ces quantités a pu étre faite. Il aurait été préférable de faire une quantification

manuelle mais cela n’était pas raisonnablement envisageable pendant le temps imparti.

En conclusion, la matrice contenant 2 % de particules d’"HA semble étre la meilleure formulation pour

stimuler un processus de minéralisation et d’ostéoinduction.

3.2. Potentiel angiogénique et d'innervation des matrices ELP.
La formation de structures vasculaires et nerveuses a été observée par immunomarquage d’un
marqueur vasculaire (Endomucine) et d’'un marqueur neuronal (B Ill tubuline). Durant cette étude, des
coupes histologiques des matrices ont été réalisées a 0, 3, 7, 15 jours et 1 mois post-implantation pour
déterminer la cinétique de formation de ces structures. Pour faciliter la lecture, seules les coupes
correspondant au matrices composites contenant 2 % HA sont montrées dans la Figure 10A. Des

résultats similaires ont été obtenus pour les matrices contenant les autres concentrations en HA.

En ce qui concerne la formation de structures vasculaires au jour 0, environ 3 a 4 heures aprés
implantation, aucun vaisseau sanguin n’a été observé dans les matrices (Figure 10A). Trois jours aprées
I'implantation, des vaisseaux sanguins apparaissent principalement a la périphérie des matrices, puis
nous observons leur infiltration au 7¢™ jour. Aprés 15 jours d’implantation, les vaisseaux sont présents
a la fois a la périphérie mais aussi a I'intérieur des matrices. Au 30°™ jour, le réseau vasculaire au sein

des matrices s’est densifié.

Ces observations sont confirmées par la quantification des vaisseaux sanguins a l'intérieur des matrices
étudiées (Figure 10B). Apres 1 mois d’implantation, les structures vasculaires augmentent d'environ
10 % dans toutes les matrices, quelle que soit la concentration en HA. Seule une différence significative

est observée entre les matrices sans HA (0 %) et celles contenant 1 % d‘HA.

La capacité de la matrice a stimuler l'innervation a également été démontrée par la présence de nerfs
a la périphérie du matériau, en particulier aux premiers stades aprés l'implantation (Figure 10A). Lors
de la régénération osseuse, les structures nerveuses sont les premiéres a apparaitre, et ce des les
stades précoces suivant la Iésion osseuse. Ceci explique la présence de plusieurs fibres nerveuses
visibles a la périphérie de la matrice composite dés le 3°™ jour d’implantation. Aprés 1 mois, les
structures nerveuses sont toujours détectées en périphérie de la matrice, mais leur diamétre semble

avoir augmenté.

208



Chapitre 4 : Evaluation in vivo des matrices composites d base d’ELPs en site ectopique et dans des lésions osseuses.

|

A

‘[ Jour O

Jour 3

300 um
-

|\ Jour 15 H Jour 7 “

Jour 30

|

20 -
‘ ] =3 0%HA 25 *xx =3 0%HA
15 * ‘ 3 1% HA o3 1%HA
o 10 . [ =3 2%HA =3 2%HA
s mm 2.5%HA = 25%HA
£ e nill
TrmAm

Surface occupée par les vaisseaux / Surface
Surface occupée par les nerfs / Surface

Figure 10 : Immunomarquage des réseaux vasculaires et des structures nerveuses dans les
matrices composites contenant 2 % d’HA aprés 0, 3, 7, 15 et 30 jours d’implantation en site

ectopique.

(A) Coupes représentant les matrices implantées en site ectopique. Les vaisseaux sanguins ont été immunomarqués
par des anticorps dirigés contre I’endomucine (blanc), et les fibres nerveuses par des anticorps anti - B Ill tubuline
(rouge). Le DAPI permet de voir en bleu les noyaux des cellules. L’emplacement des matrices a été entouré en pointillé
blanc (colonne de gauche). Les images centrales sont un grossissement des zones périphériques. Les images de droite
correspondent au centre des matrices. (B) Quantification de la surface occupée par les vaisseaux sanguins rapportée
a la surface de la matrice x 1000. (C) Quantification de la surface occupée par les structures nerveuses rapportée a la
surface de la matrice x 1000. Analyse quantitative avec un test de comparaison multiple de Kruskal-Wallis.
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Les résultats quantitatifs obtenus par mesure de la surface occupée par les structures nerveuses
localisées a la périphérie des matrices par rapport a la surface totale des matrices ont confirmé les
observations précédentes (Figure 10C). En termes de formulation, il semble que les matrices
composites contenant 1 % d’HA stimulent de fagon significative la formation de structures nerveuses
apres un mois d'implantation. C’'est particulierement visible lorsque I'on compare ces résultats avec

ceux obtenus avec les matrices sans HA, ou supplémentées avec 2,5 % d’'HA.

Cependant, il convient de noter que ces résultats doivent étre considérés avec prudence car la densité
de nerfs ou de vaisseaux mesurée peut varier en fonction de I'emplacement et/ou de l'angle des
coupes des tissus. Pour résoudre ce probléme, nous avons utilisé une technique permettant de

visualiser l'intégralité du tissu en 3 dimensions aprés marquage par immunofluorescence des réseaux

neuronaux, et ce sans avoir a couper I'échantillon (Figure 11).

300 um

Figure 11 : Réseau des structures nerveuses en 3D dans les matrices composites contenant

2 % de particules d’HA aprés 1 mois d’implantation en site sous-cutané.
Les images d'immunofluorescence montrent le réseau neuronal (B Ill tubuline) en rouge en 3D autour de la matrice
qui présente une auto fluorescente (en vert). Barre d’échelle de I'image de gauche = 800 pum.

La Figure 11 montre en 3 dimensions I'autofluorescence de la matrice (en vert) et la présence de
réseaux de structures nerveuses exprimant la B Il tubuline en rouge. On peut en particulier voir une
forte présence des structures nerveuses a proximité de la matrice, bien qu’elles ne soient pas réparties
de maniére homogene. Les réseaux vasculaires semblent au contraire répartis de maniere homogene

(Figure S2, paragraphe « Annexes »).
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3.3.

Etude de la réaction inflammatoire aprés implantation sous-cutanée des
matrices composites.

La réaction inflammatoire, lorsqu’elle est modérée, est un processus essentiel a la régénération

tissulaire et a la vascularisation des tissus (Soliman & Barreda 2022). En revanche, une réponse trop

forte du systéme immunitaire peut entrainer le rejet de I'implant.

Dans le cas des matrices composites, |'analyse histologique par coloration au TM n’a pas mis en

évidence de capsules fibrotiques inflammatoires autour des implants, quelle que soit leur composition.

H Jour 3 || Jour 0
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Jour 90

Figure 12 : Immunomarquage du CD11b et CD45 sur des coupes histologiques des matrices
apres 0, 7, 30 et 90 jours d’implantation.
Coupes représentant les matrices 2% HA implantées en site ectopique entiére (gauche) ainsi qu’un grossissement a
la zone périphérique (droite). Un immunomarquage a été réalisé pour mettre en évidence le CD11b (blanc) un
marqueur des monocytes, des macrophages, et des neutrophiles, et le CD45 (rouge) un marqueur des leucocytes. Les
noyaux cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu). Barre d’échelle gauche = 300 um, barre d’échelle droite = 100 um.

Pour confirmer ces données, nous avons effectué un immunomarquage des populations des cellules

immunitaires. Nous avons utilisé comme marqueurs de I'inflammation le CD11b qui est exprimé par
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toute la lignée cellulaire myéloide (monocytes, macrophages, neutrophiles) et le CD45 qui est un
marqueur plus spécifique des lymphocytes. Nous avons constaté qu’il y a un recrutement de cellules
immunitaires a la périphérie de la matrice quelques heures aprés I'implantation. Ces cellules sont
détectées jusqu’au 7°™ jour post-implantation. Par la suite, aprés 3 mois et 6 mois les cellules
immunitaires ne sont plus présentes qu'a l'intérieur de la matrice. Il pourrait s’agir de macrophages

qui joueraient un réle dans la dégradation de la matrice.

3.4, Etude in vivo du devenir de la matrice composite.
Pour connaitre la durée de vie des matrices, des implantations en site sous-cutané ont été réalisées et

nous avons suivi leur devenir jusqu’a 6 mois d’'implantation.

3 Mois 1 Mois Jour O

6 Mois

Figure 13 : Suivi des matrices contenant 2 % d’HA, implantées en site sous-cutané
Les matrices composites a 2 % d’HA ont été implantées en site sous-cutané. Apres 4h, 1 mois, 3 mois et 6 mois
d’implantation les matrices et les tissus environnants ont été inclus en paraffine, des coupes de 7 um ont été réalisées
et ont été colorées au Trichrome de Masson. Barre d’échelle pour A, C, E et G =500 um et pur B, D, Fet H =50 um.
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Juste apres I'implantation (J0), la matrice composite contenant 2 % de particules d’"HA est bien visible
(couleur rougeatre), et on y distingue des cristaux d’HA colorés en bleu (Figure 13). Aprés 1 mois
d’implantation, les espaces libres laissés par les pores se comblent suite a la colonisation cellulaire.
Nous pouvons identifier plusieurs noyaux a l'intérieur de la matrice. Aprés 3 mois d’implantation, la
structure de la matrice n’est plus visible ce qui est probablement d{ a sa dégradation par le systeme
immunitaire. On peut noter la présence d’une forte composante cellulaire et d’'une matrice
extracellulaire qui comble les espaces précédemment occupés par le matériau composite. Des
résultats similaires sont observés aprés 6 mois, avec toutefois une augmentation de la minéralisation

de toute la zone préalablement occupée par la matrice composite.

Pour conclure sur ces études réalisées en site ectopique, les matrices développées a partir d’ELPs, de
peptides IKVAV/YIGSR et SNA15 ont révélé leur capacité a promouvoir I'angiogenése et I'innervation.
La supplémentation des matrices en HA leur confére des propriétés ostéoinductices puisqu’elles sont

alors capables de former du tissu minéralisé et du tissu ostéoide.

En conclusion, la matrice composite contenant 2 % d’HA étant la plus performante en termes de
néoformation osseuse, de néovascularisation et de génération de structures nerveuses, nous |’avons

choisie pour les implantations en site osseux.

V. Implantation de la matrice composite en site osseux.
La capacité de régénération de la matrice composite contenant 2 % d’HA a été évaluée chez le rat dans

des modeles de défaut condylaire fémoral et de défaut mandibulaire.

4.1. Implantation dans le condyle fémoral de rat.
Des défauts circulaires de 3 mm de diametre ont été réalisés au niveau des condyles fémoraux de rats.
Trois conditions ont été testées : le défaut non comblé qui sera le témoin négatif, le défaut comblé
avec notre matrice composite, et le défaut comblé avec la matrice commerciale Collapat® qui nous

servira de contréle positif.

4.1.1. Suivi de la minéralisation des matrices.
Des analyses de micro-CT ont été effectuées a différents temps apres I'implantation (7, 15, 30 et 60
jours) pour assurer le suivi de la minéralisation des défauts condylaires. Les images 2D des condyles
fémoraux reconstruits par micro-CT 3D sont présentés dans la Figure 14A, et la quantification du

volume de tissu minéralisé par rapport au volume total (MV/TV) est présentée dans la Figure 14B.
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Les images observées par micro-CT révelent la formation d’un volume minéralisé dans les |Iésions
comblées avec les matrices composites et le Collapat®, tandis qu'une minéralisation moins importante

est détectée pour les défauts non comblés (Figure 14A).
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Figure 14 : Analyse par micro-CT de la minéralisation induite par les matrices composites

dans un modéle de lésion osseuse du condyle fémoral chez le rat.
(A) Images micro-CT représentatives des Iésions osseuses apres 7, 15, 30 et 60 jours d’implantation et en fonction
des groupes : lésion laissée vide, comblée avec les matrices ELPs contenant 2 % d’HA et le contréle positif le
Collapat®. (B) Le volume minéral/volume total (MV/TV) a été mesuré a partir d'images micro-CT
tridimensionnelles reconstruites a I'aide du logiciel Microview® pour les trois groupes (vide, ELPs, Collapat®) et
pour tous les temps d’implantation (J7, J15, J30 et J60). Analyse quantitative de la minéralisation avec un test de
comparaison multiple de Kruskal-Wallis avec p * < 0.1 et ns = non significatif.
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Les résultats de I'analyse quantitative (Figure 14B) montrent qu’il y a une minéralisation partielle des
défauts non comblés avec une augmentation non-significative du MV/TV en fonction du temps. A 7
jours, ce rapport est de de 8,6 % * 4,8 % ; puis il augmente pour atteindre 10,3 % + 5,6 % a 15 jours,
14,7 % £ 5,9 % a 30 jours et 37,5 % * 3,0 % a 60 jours. Cependant, nous avons observé des fractures du
site sur certains animaux, ce qui a compliqué la quantification du MV/TV. Nos précédents travaux
avaient montré que des lésions osseuses de 2,8 mm de diametre pouvaient se réparer naturellement
(Schlaubitz et al. 2014). Dans notre cas, des lésions de 3 mm de diametre ayant été réalisées, fragilisant
probablement le site de Iésion et provoquant des fractures qui ont retardé ou altéré la cinétique de
réparation. Les images de micro-CT révelent néanmoins une minéralisation en périphérie de la Iésion,
ce qui explique le rapport MV/TV élevé de la zone d’intérét (ROI) (Figure 14B). Dans tous les cas ces
images observées pour les lésions non comblées sont différentes de celles obtenues apres

implantation des matrices composites.

En effet dans ce cas nous observons une minéralisation qui s’initie par les bords internes de la Iésion
et qui augmente en fonction du temps post-implantation. La minéralisation est dans un premier temps
essentiellement périphérique, puis évolue au cours du temps vers l'intérieur de la Iésion. Aprés 60
jours d’implantation nous observons que la partie corticale s’est reformée contrairement a ce qu’on
observe avec le défaut non comblé (Figure 14A). Les analyses quantitatives montrent que des valeurs
de MV/TV augmentent de fagon significative au cours du temps (Figure 14B). Elles sont de de 8,0 + 3,9
% apres 7 jours d’'implantation ; 15,6 £ 7,0 % aprés 15 jours ; 28,8 + 14,2 % apres 30 jours pour atteindre
56,0 £ 6,9 % aprés 60 jours.

En ce qui concerne le matériau contréle Collapat®, le MV/TV est de 40,2 + 9,4 % dés le 7™ jour
d’implantation ce qui est bien plus élevé que celui mesuré avec la matrice composite ELP/peptides/HA.
Ce résultat était attendu dans la mesure ou ce matériau commercial contient une teneur élevée en
particules de phosphate de calcium, particules qui induisent un signal aux rayons X (Figure 14A). Nous
n’avons pas observé d’augmentation significative de la minéralisation de J7 2 J30. Le rapport de MV/TV

ne variant quasiment pas ou peu, le rapport MV/TV est de 67,3 £ 6,3 % apres 60 jours.

Ainsi, si 'on compare les trois conditions étudiées on observe que la quantité de tissus minéralisés
mesurée entre les jours 7 et 60, est multipliée par 4,4 dans les défauts non comblés, par 7,1 avec notre

matrice composite et par 1,7 dans le cas du Collapat®.

4.1.2. Analyse histologique de la néoformation osseuse induite par les matrices composites.
7 jours, 15 jours, 1 mois et 2 mois apres I'implantation, les fémurs ont été explantés, décalcifiés et des
coupes histologiques ont été réalisées. Ces coupes ont ensuite été colorées au Trichrome de Masson

(Figure 15).
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Matrice
composite

Muscle

Figure 15 : Coupe histologique d’une lésion réalisée dans le condyle fémoral comblé avec la

matrice ELP/peptides contenant 2 % d’HA. Coloration au Trichrome de Masson
Coloration au Trichrome de Masson d’une lésion osseuse comblée avec la matrice composite aprés 7 jours
d’implantation. La zone correspondant a la Iésion est délimitée par un cercle en pointillé en noir.

Les coupes histologiques des zones de Iésions sont présentées dans la Figure 17A. Pour les Iésions non
comblées, la limite du défaut est toujours bien visible 7 jours aprés I'intervention. Aprés 15 jours, la
Iésion a été comblée par un tissu principalement collagénique. Au trentieme jour, les limites de la

Iésion sont difficilement distinguables, et du tissu organisé de type osseux apparait en périphérie.

Les coupes histologiques montrent que les matrices composites ELP/peptides/HA se sont bien
intégrées dans les défauts osseux. Il n'y a pas de délimitation visible entre la zone de Iésion et le
matériau. La présence de nombreux noyaux cellulaires a l'intérieur de la matrice confirme une
colonisation cellulaire. De plus, I'absence de fibrose est un signe de la bonne biocompatibilité des
matrices utilisées. La quantification du tissu ostéoide nouvellement formé montre une augmentation
a partir du 15°™ jour, la quantité maximale étant mesurée au 30°™ jour. A deux mois, la quantité de
tissu ostéoide avait cependant diminuée. L'analyse des coupes histologiques montre que la formation
osseuse se produit de la périphérie vers le centre du défaut, ce qui confirme les images observées par

micro-CT (Figure 14A).
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Figure 16 : Analyse de la néoformation osseuse par histologie des matrices composites dans

un modéle de Iésion osseuse du condyle fémoral de rat.
(A) Images représentatives de la coloration au Trichrome de Masson des |ésions osseuses aprés 7, 15, 30 et 60 jours
d’implantation en fonction des groupes : Iésion laissée vide, comblée avec les matrices ELPs/peptides contenant 2 %
d’HA ou comblée avec le Collapat®. (B, C, D) Quantification du tissu ostéoide néoformé pour les trois groupes (vide,
ELPs, Collapat®) et pour tous les temps d’implantation (J7, J15, J30 et J60). Analyse quantitative du tissu ostéoide avec
un test de comparaison multiple de Kruskal-Wallis avec p *** < 0.001.
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Concernant le matériau Collapat®, une bonne ostéointégration a également été observée ainsi qu'une
formation de tissu osseux de la périphérie vers le centre du défaut. La quantification du tissu ostéoide
nouvellement formé a également montré un maximun de néoformation aprés 30 jours, ce qui est
comparable a la cinétique observée avec nos matrices composites. Les grossissements aux centres des

défaut aux différents temps sont présentés dans la Figure S3 (paragraphe « Annexes »).

Pour observer spécifiquement la présence de cellules osseuses, nous avons réalisé des
immunomarquages de l'ostéocalcine qui est un marqueur spécifique du tissu osseux (Figure 17).
Les images montrent que les Iésions non comblées présentent peu de cellules ostéoblastiques 7 et 15

jours apres I'intervention. Apres 30 jours, nous détectons quelques cellules ostéoblastiques en bordure

de la zone délimitant la Iésion osseuse.

Dans le cas des matrices composites et du Collapat®, I'ostéocalcine est détectée dés le 15°™ jour, et

sa présence est avérée aux 30°™ et 60°™ jours, confirmant la présence de cellules ostéoblastiques

dans les tissus néoformés.

Vide | ELP 2% HA | Collapat®

Jour 7

Jour 15 H

| Jour 60 H Jour 30 ||

S

~ X

Figure 17 : Inmunomarguage de I’ostéocalcine dans les tissus néoformés par les matrices

implantées dans un modéle de lésion osseuse du condyle fémoral chez le rat.
Les immunomarquages du marqueur osseux osteocalcine (vert) et des noyaux cellulaires DAPI (bleu) ont été réalisés
sur les coupes histologiques des tissu formés dans les Iésions osseuses laissées vides, comblées par les matrices
composites ou par le Collapat® aprés 7, 15, 30 et 60 jours d’implantation. Pour chacun des groupes, le défaut osseux

entier est représenté sur 'image de gauche avec une barre d’échelle de 100 um. Les images dans les encadrés sont
des grossissements.
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4.1.3. Vascularisation et innervation des défauts condylaires.
Pour évaluer la vascularisation et I'innervation dans les lésions condylaires, nous avons effectué une
analyse des marqueurs vasculaires (Endomucine, Podocalyxine et Meca32) et neuronaux (B Il
tubuline) en utilisant la technique dite de transparisation de I'os entier. Cette analyse a permis de
visualiser |'organisation des réseaux vasculaires et neuronaux dans la zone initialement lésée. Nous
avons utilisé un marquage multiple pour faciliter la visualisation des échantillons épais, comme c’est

le cas pour les os entiers (Kirst et al. 2020).

La Figure 18A montre une coupe 2D de la Iésion comblée par la matrice composite contenant 2 % d’"HA
apres 30 jours d’implantation. On peut voir le tissu osseux grace a son autofluorescence (en vert), les

réseaux vasculaires (en bleu cyan) et les prolongements neuronaux (en rouge).

La Figure 18B montre les images 2D obtenues pour chaque condition, 15 et 30 jours aprés
I'implantation : lésions non comblées, lésions comblées avec les matrices composites ou avec le

Collapat®.

Dans une lésion qui n’a pas été comblée, un réseau vasculaire s'est développé. Il semble provenir
essentiellement des tissus périphériques musculaires. Aprés 30 jours, nous détectons des vaisseaux
sanguins et des structures nerveuses a l'intérieur de la zone qui avait été |ésée. Toutefois, I'analyse
histologique par coloration au TM a montré que la partie |ésée avait été comblée par un tissu mou,

désorganisé, et riche en collagéne.

Pour les lésions comblées avec les matrices composites, dés le quinzieme jour nous avons observé la

formation d'un réseau de vaisseaux sanguins dans I'intégralité de la matrice.

En revanche, pour les défauts comblés avec le Collapat® la vascularisation était principalement
présente a la périphérie externe du défaut. De plus, cette vascularisation n’était visible qu’a partir du
30%™m¢ jour suivant I'implantation. Ces résultats qualitatifs montrent donc que la matrice Collapat® est

moins efficace que notre matrice composite pour promouvoir la vascularisation de I'implant.

En ce qui concerne l'innervation, bien que la majorité des fibres soient présentes dans le périoste
recouvrant la surface de I'os cortical, on peut voir quelques fibres a l'intérieur des Iésions pour les
défauts non comblés ou comblés avec la matrice composite. En revanche, aucune fibre nerveuse n’a

été détectée quand les défauts condylaires avaient été comblés par le Collapat®.
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Figure 18 : Développement de réseaux vasculaires et présence de fibres nerveuses dans des

défauts condylaires non comblés, comblés avec les matrices composites ou le Collapat®.
L'immunomarquage a été effectué 15 et 30 jours aprés I'implantation. Il met en évidence la présence de réseaux
endothéliaux (Endomucine, Podocalyxine et Meca32, bleu cian) et neuronaux (B 1l tubuline, rouge). La couleur verte
provient de 'autofluorescence endogéne des tissus. (A) Condyle fémoral entier mettant en évidence I'os cortical et
médullaire d’une Iésion comblée par la matrice composite 30 jours aprés I'implantation. (B) Grossissement des
défauts condylaires pour les trois groupes 15 et 30 jours aprées I'implantation: non comblé, matrice composite et

Collapat®. Les fleches indiquent les structures nerveuses détectées. Un bruit de fond correspondant a
I"autofluorescence endogéne apparait pour chaque marquage.
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4.2. Implantation de la matrice composite dans un défaut mandibulaire.
Afin d'évaluer ['utilisation du matériau développé pour la reconstruction osseuse cranio-faciale, nous
avons choisi de créer un modele de défaut osseux mandibulaire. Parmi les os du crane seuls deux os
sont mobiles, I'os hyoide et la mandibule. La mandibule présente I'avantage d’étre un os plus gros et

facilement accessible.

Le défaut mandibulaire offre également |'avantage, par rapport aux défauts de calvaria classiquement
utilisés pour tester les matériaux de réparation osseuse, d’étre soumis a des contraintes mécaniques
élevées. Or, ces contraintes mécaniques sont nécessaires a une réparation osseuse efficace (Anani &
Castillo 2022). Au niveau de la mandibule, les contraintes sont essentiellement liées a la mastication.
Nous avons donc choisi ce modele de lésion mandibulaire pour tester les matériaux de réparation

osseuse, car il est plus adapté a la réalité physiologique que le défaut de calvaria (Schlund et al. 2022).

Le défaut osseux mandibulaire a été réalisé pour la premiére fois au laboratoire BioTis lors de cette
these. Pour valider ce modeéle, une expérience préliminaire avait été menée. Un défaut circulaire de 3
mm de diameétre avait été créé, puis sa réparation avait été suivi par micro-CT. Apres 3 mois, aucune

réparation osseuse n'a été observée indiquant que le défaut réalisé est bien de taille critique.

Ce paragraphe présente les résultats préliminaires obtenus avec les matrices composites mais qui

suscitent des perspectives trés encourageantes.

4.2.1. Potentiel de minéralisation.
Des observations préliminaires en micro-CT ont été effectuées a différents temps apres l'implantation
(7, 15, 30 jours) pour suivre la minéralisation des défauts mandibulaires. Les images 3D des mandibules

reconstruites par micro-CT comblée avec la matrice composite sont présentées dans la Figure 19.

Jour7 Jour 15 Jour 30

ELP 2 % HA

Figure 19 : Minéralisation de matrices dans le modéle de Iésion mandibulaire.

Images micro-CT en 3D représentant la reconstruction du défaut mandibulaire en présence de la matrice composite.
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Une reconstruction partielle en périphérie du défaut a est observée au 30°™ jour. La quantification du
MV/TV était de 0.037 + 0.010 au jour 7 et de 0.040 + 0.018 au jour 15, donc comparable. Ce n’est qu’au

30°™ jour que nous avons mesuré un rapport MV/TV en légére augmentation (0.094 + 0.049).

L’ensemble de ces résultats montrent que I'évolution du rapport MV/TV est bien plus lente dans ce
défaut mandibulaire que dans le défaut condylaire et ce pour des temps courts d’analyses.
Des temps plus longs d’implantations seront requis pour évaluer la capacité de la matrice composite a

régénérer la totalité de la Iésion.

4.2.2. Analyse histologique de la néoformation osseuse induite par les matrices composites.
Dans ce paragraphe, seules les colorations au TM des coupes histologiques obtenues apres 15 jours

d’implantation de la matrice composite sont présentées (Figure 20).

La Figure 20A permet de localiser la Iésion dans son environnement tissulaire aprés explantation de la
mandibule de rat, et de visualiser la zone qui a été étudiée apres coloration au TM (Figure 20B, 20C et

20D).

De fagon tres intéressante, nous observons a la jonction de I'os et de la matrice, une zone mettant en
évidence la présence de tissu osseux néoformé (Figure 20B) avec la présence de cellules
ostéoblastiques bordantes (Figure 20C, 20D), des logettes avec des ostéocytes au sein d’une structure
osseuse qui semble lamellaire (Figure 20C, 20D). Des vaisseaux sanguins sont également visibles dans

le tissu néoformé (Figure 20C, 20D).

Par ailleurs, si I'on considére la reconstruction du tissu de la périphérie au centre de la Iésion, il est
important de noter I'invasion tissulaire qui s"accompagne de vascularisation mais aussi de formation

de tissu osseux au contact de la matrice, confirmant leur potentiel ostéoconducteur.

Ces résultats préliminaires nous ameénent a poursuive les travaux sur ce modele de Ilésion
mandibulaire, avec des temps longs d’implantation et une analyse fine de la vascularisation et de

I'innervation des tissus.
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Figure 20 : Coupes histologiques du matériau ELP 2 % HA implanté dans un défaut

mandibulaire au jour 15.
(A) Photo représentant une mandibule entiere ainsi que le défaut circulaire associé, la double fleche indique le sens
dans lequel les coupes histologiques ont été réalisées. (B) Coupe histologique colorée au TM montrant le matériau
ELP 2 % HA dans sa globalité. (C) Grossissement au niveau de la limite du défaut et (D) au sein du matériau. Les fleches
rouges montrent la présence de vaisseaux sanguins. Les fleches noires indiquent la présence de cellules ostéocytaires

entravées dans une matrice osseuse de type lamellaire (quelques exemples de ces zones sont délimités par les
pointillés oranges).
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V. Conclusion.

Dans ce chapitre, différents matériaux composites ont été testés in vivo chez le petit animal en site

ectopique et orthotopique.

Les implantations sous-cutanées ont permis de choisir la matrice possédant les meilleures
caractéristiques pour I'implantation en sites osseux. Toutes les matrices testées se sont bien intégrées
dans les tissus environnants, et elles n’ont pas induit de réaction inflammatoire majeure. Nous avons
également montré que les matrices contenant de I’'HA induisaient une minéralisation. Les structures
vasculaires ont envahi les implants démontrant leur potentiel angiogénique. La capacité des matrices
a stimuler l'innervation a également été démontrée par la présence de nerfs a la périphérie du

matériau, en particulier aux stades précoces suivant I'implantation.

La matrice contenant 2 % d’HA a été sélectionnée pour sa capacité a promouvoir la minéralisation ainsi
gue pour son potentiel angiogénique. Elle a été implantée dans des défauts osseux condylaires et

mandibulaires.

La reconstruction osseuse a été améliorée aprés implantation des matrices composites dans un défaut
condylaire comparativement a ce qui s’est produit dans un défaut non comblé. Des structures osseuses
organisées exprimant I'ostéocalcine ont été identifiées dans ces hydrogels. Un réseau vasculaire
organisé s’est développé dans I'entiereté de la |ésion osseuse, ce qui n’a pas été le cas pour le matériau

controle Collapat®.

Les résultats préliminaires obtenus dans le modéle de défaut mandibulaire montrent des résultats trés
encourageants sur les propriétés ostéoconductrices et angiogéne des matrices composites. Les
analyses histologiques ont montré que les matériaux se sont bien intégrés. Des structures osseuses et
vasculaires ont été retrouvées dés 15 jours d’implantations. Ces résultats demandent a étre confirmés

sur des temps plus longs, accompagnés d’une étude de I'innervation des tissus.
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VI. Annexes.

Jour O Jour 15 Jour 30

Figure S1 : Suivi de la minéralisation par micro-CT de la matrice ELPs contenant 2 % (m/v) HA
implantée en sous-cutané avec le logiciel MicroView®.

Figure S2 : Réseaux neuronaux et vasculaires en 3D développés au sein de la matrice composite

contenant 2 % d’HA apreés 1 mois d’implantation en site sous-cutané.
Les tissus périphériques et la matrice ont été « transparisés » etimmunomarqués pour I'endomucine (Bleu) et la B Ill tubuline
(rouge). En vert est représenté I’autofluorescence endogene des tissus et de la matrice. Barre d’échelle a gauche =1 mm, a
droite = 500 pum.
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Figure S3 : Grossissement des images présentées dans la Figure 17.
Analyse de la néoformation osseuse dans un modeéle de Iésion osseuse du condyle fémoral chez le
rat.

jour 15.

Figure S4 : Coupe histologique du matériau Collapat® implanté dans un défaut mandibulaire au
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Le traitement des défauts osseux de taille critique reste un probléme non résolu a ce jour. Pour y
remédier, de nouvelles approches sont utilisées afin de développer des matériaux de comblement
synthétiques standardisés et préts a I'emploi de maniére a faciliter leur utilisation par le praticien.
L'essentiel des stratégies visent a promouvoir la formation osseuse et la formation d’un réseau
vasculaire au sein de ces matériaux afin d’apporter I’oxygéne et les nutriments nécessaires a la viabilité
cellulaire. De nombreux travaux ont utilisé ’addition de cellules et/ou de facteurs de croissance aux
substituts osseux pour améliorer le processus de régénération. Toutefois, I'utilisation de cellules ou de
facteurs de croissance pose un certain nombre de problémes dans les applications thérapeutiques.
Parmi les limites de ces produits d’ingénierie tissulaire, on peut citer la faible disponibilité des cellules
chez les patients agés ou souffrant de pathologies ostéoarticulaires. De plus, quand les cellules sont
prélevées chez le patient, le temps nécessaire a leur amplification pour en obtenir une quantité
suffisante peut ne pas étre compatible avec la stratégie de réparation. Une solution résiderait dans
I'utilisation de banques de cellules souches pluripotentes induites (iPSC), mais les applications cliniques
restent a ce jour limitées. En ce qui concerne les facteurs de croissance, la difficulté réside dans le choix
de la concentration a délivrer, ou encore dans leur mode de délivrance pour assurer une efficacité
optimale. En effet, pour chaque facteur de croissance il y a une concentration optimale au-dela de
laquelle il existe un risque de prolifération cellulaire anormale. En revanche, si les concentrations sont
trop faibles leur apport au processus de réparation devient négligeable. Enfin, il a également été
montré que les cellules et les facteurs de croissance peuvent diffuser hors du site a réparer, ce qui peut
provoquer des effets secondaires indésirables tels que le développement de cancers (Carragee et al.

2013).

Pour toutes ces raisons, nous avons fait le choix de développer une matrice qui ne contient pas de
cellules ni de facteurs de croissance. En revanche, nous avons choisi d’y greffer de facon covalente des
séquences de peptides bioactifs pour permettre la colonisation du biomatériau par les cellules de
I'hote. L'un de ces peptides, YIGSR, a été choisi pour sa capacité a interagir avec les cellules
endothéliales, favorisant ainsi I'angiogenése. Le peptide IKVAV, présent dans la séquence de la
laminine humaine, a été sélectionner pour sa capacité a stimuler la neurogeneése. En effet, il est connu
depuis plusieurs années que le SNP participe au développement osseux, (Edoff et al. 1997). L’ utilisation
d’un peptide stimulant la neurogeneése est donc une des originalités de ce travail puisque les matériaux
actuellement développés pour la réparation osseuse négligent souvent le réle du systéme nerveux.
Enfin, nous avons également choisi d’ajouter un composé minéral a notre matrice pour mimer la
nature du tissu osseux, sous formes de particules d’hydroxyapatite, ainsi qu’un peptide appelé SNA15

dont le role est de fixer le calcium. Dans ce contexte I'objectif de cette thése a été de développer un
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matériau prét a I'emploi, de nature composite, capable de promouvoir I'angiogeneése, I'innervation et

la régénération osseuse.
Développement d’un nouveau polymére recombinant : 'ELP M80.

Dans la premiére partie de cette these, nous avons mis en place un systéme de production et de
purification d’un polymeére dérivé de I'élastine. Ce polymeéere, nommé ELP M80, est un polypeptide
recombinant composé de 80 répétitions du motif VPGXG. Sa séquence en acide aminé est la suivante :
MWI[(VPGVG)(VPGMG)(VPGVG);]z. Il contient donc 21 méthionines qui ont ensuite été modifiées
post-traductionnellement par voie chimique. Sa masse moléculaire est de 33 739 Da et nous avons
déterminé que sa Tcp est de 27,3 °C pour une concentration de 100 uM en tampon Tris. Une fois le
clone bactérien obtenu et validé, la production de cet ELP a été confiée a la société TPNBT (Technical
Proteins NanoBioTechnology) qui posséde les infrastructures pour une production a grande échelle
(fermenteurs de 100 litres). Cette possibilité de monter en échelle montre que les ELPs pourront étre
produits en quantité suffisante pour des applications en ingénierie tissulaire, en délivrance de

médicaments (Levéque et al. 2022a) ou pour fabriquer des biomatériaux (Dos Santos et al. 2019).

Les résidus de méthionine des ELPs ont ensuite été modifiés par réaction de thioalkylation
chimiosélective pour y introduire des fonctions alcénes (Petitdemange et al. 2017). Au total, 20
méthionines ont été fonctionnalisées par ELP. Cette insertion de groupement alcéne était un préalable
a la formation des hydrogels par réaction thiol-ene telle que précédemment décrite par Dos Santos et

ses collaborateurs (Dos Santos et al. 2019).

De maniere inattendue, cette modification chimique a conduit a la perte de la thermosensibilité de
I'ELP M80-alcene, empéchant ainsi |'utilisation de la propriété de thermosensibilité qui aurait pu
améliorer les propriétés rhéologiques des matériaux développés. La propriété de thermosensibilité de
I’'ELP alcéne a pu étre restaurée par une réaction de déméthylation, ce qui a conduit au polymere d.ELP

M80-alcéne (Rosselin et al. 2019).

Dans cette étude, les ELPs fonctionnalisés ont été utilisés pour former des hydrogels chimiques par
réaction thiol-ene. Les analyses rhéologiques n’ont pas mis en évidence de différences significatives
entre les gels constitués d’ELP M80-alcéne ou de sa forme déméthylée. Ces résultats suggerent que la
réticulation des ELPs entraine la perte de thermosensibilité, en tout cas dans nos conditions
expérimentales. Sachant que la thermosensibilité des ELPs est lié a leur capacité a changer de
conformation entre leur forme soluble (chaine hydratée de conformation aléatoire) et leur forme
insoluble (chaine plus déshydratée, formation de feuillets béta, interaction hydrophobes inter-
chaines), on peut émettre I'hypotheése que la formation de nombreuses liaisons covalentes inter-

chaines aprés I'étape de réticulation empéche le changement conformationnel dépendant de la
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température. Ainsi, si dans le futur nous souhaitons utiliser les propriétés de thermosensibilité dans
des matériaux a base d’ELPs, il serait préférable de viser des hydrogels physiques dans lesquels les
polypeptides ne seront pas, ou peu, réticulés. De tels hydrogels ont déja été développés pour la
régénération des tissus mous comme la peau (Rodriguez-Cabello et al. 2018) ou le tissu nerveux

(Johnson & Koria 2016).

Formulation de la matrice développée a base d’ELP M80-alcéne.

La matrice a été améliorée par rapport a celle décrite et développée par Dos Santos et ses
collaborateurs (Dos Santos et al. 2019). Cette précédente formulation était en effet composée d’ELPs
de plus faible masse moléculaire (ELP M40), du peptide IKVAV et de PEG. Nos objectifs étaient (i)
d’éliminer le PEG qui permettait uniquement d’apporter des propriétés rhéologiques compatibles avec
le tissu a restaurer ; (ii) d’utiliser des ELPs de plus grande taille pour obtenir un plus grand nombre de
points de réticulation et ainsi compenser I'absence du PEG ; (iii) de créer des pores au sein de la matrice
afin de permettre la colonisation cellulaire ; (iv) d’utiliser un nouveau peptide d’ancrage cellulaire
contenant les motifs IKVAV/YIGSR pour augmenter le recrutement des cellules neuronales et
vasculaires et (v) d’insérer une composante minérale, I’hydroxyapatite (HA) connue pour ses

propriétés ostéoconductrices et ostéoinductrices.

Les matrices développées durant cette thése sont donc dépourvues de PEG, et la longueur et le
nombre de points de réticulation ont été doublés par I'utilisation de 'ELP M80 pour obtenir des
caractéristiques rhéologiques satisfaisantes. Des pores ont été créés par «ice-templating » et
lyophilisation. La porosité obtenue était suffisante pour permettre I'invasion cellulaire (Marrella et al.
2018). La difficulté dans le développement d’hydrogel microporeux reste I’équilibre entre la porosité
optimale et les propriétés mécaniques requises pour réparer le site lésé. L'apport d’'une phase
minérale contribue sans aucun doute a I'amélioration des propriétés mécaniques des hydrogels
composite, mais ce parametre n’a pas été étudié dans notre étude. Par contre, nous avons montré que
la présence d’HA avait une influence directe sur le diamétre moyen des pores, la concentration en HA
étant inversement corrélée a la taille des pores. Les expériences de diffusion du FITC-Dextrane ont
montré que les pores étaient interconnectés au sein des matrices, et donc que I'environnement
tridimensionnel était favorable a la diffusion des nutriments, de l'oxygene, et permettait la

colonisation cellulaire et la vascularisation du matériau composite.

La formulation des matrices développées a été optimisée pour aboutir a une concentration finale en
ELP et peptides de 3 %, et une concentration maximale en HA de 2,5 %. La distribution homogéne des

particules d’HA au sein des matrices a été rendue possible grace au peptide SNA15 dérivé de la
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statherine salivaire. La quantité d’HA était en effet de 8 a 12 fois supérieure en présence du peptide
SNA15. Une répartition homogene des particules d’"HA dans les matrices était essentielle pour obtenir
de facon reproductible des hydrogels présentant les mémes propriétés. En effet, nous avons par
exemple observé une grande variabilité dans les résultats obtenus apres implantation de la matrice
Collapat® in vivo, notamment en termes de minéralisation, et nous avons attribué cette variabilité a

un manque d’homogénéité dans la répartition des particules d’"HA dans ce matériau.

Par ailleurs, si on revient sur le choix de la concentration en HA sélectionnée pour développer la
matrice composite, de nombreux travaux de la littérature décrivent des matériaux constitués par des
concentrations plus élevées en HA, jusqu’a 30 %. Dans notre travail, les matrices développées ne
contiennent qu’une faible concentration en HA. Nous avons montré par des analyses de TGA que la
capacité de rétention des particules d’HA dans les hydrogels était au maximum de 2,5 % d’HA. Les
essais biologiques et expérimentaux réalisés dans les Chapitres 3 et 4 de ce manuscrit ont révélé le
potentiel ostéoinducteur des matrices supplémentées avec des concentrations inférieures a 2,5 % de
HA. Un des intéréts d’utiliser de faible concentration en HA est I'absence de signal aux rayons X de la
matrice composite, ce qui permet de suivre la minéralisation et la reconstruction osseuse par micro-
tomographie aux rayons X aprés son implantation. Un tel suivi par radiographie n’est par exemple pas

possible avec des matériaux a base de phosphate de calcium comme le BioOss® ou le Collapat®.

Les matrices a base d’ELP M80-alcéne, de peptide IKVAV/YIGSR, de peptide SNA15 et d’'HA ont été
brevetées sous les numéros FR1851770 et W02019166594. A ce jour, la méthode de fabrication des
matrices n’est pas complétement standardisée. Si toutes les étapes de fabrication des matrices
composites ont été réalisées dans les mémes conditions expérimentales, nous ne pouvons toutefois
pas mesurer précisément ni le taux de réticulation, ni la quantité de peptides (IKVAV/YIGSR et SNA15)
liés de maniere covalente a la matrice. D’autre part, comme décrit dans la revue de la littérature la
pression utilisée par le lyophilisateur peut influer sur le nombre et la taille des pores (Autissier et al.
2010). Nous avons jusque-la utilisé deux lyophilisateurs identiques (Benchtop Pro, SP Scientific®,
Modeéle BTP-9EGEVX), mais un changement de matériel pourrait modifier les caractéristiques de notre

matériau. Bien entendu, cela devra étre évalué avant d’envisager une éventuelle commercialisation.

Une autre étude a mener concerne les méthodes de conservation et de stérilisation de nos matrices
composites. Les hydrogels ont été systématiquement préparés sous PSM, et ont été implantés au plus
tard un mois apres leur fabrication. D’autre part, les gels ont été réticulés sous lumiere UV (a 305 nm)
pendant 8 minutes, ce qui pourrait éliminer en partie les éventuels microorganismes contaminants
(Jang et al. 2022). Les matériaux ayant également été lyophilisés, leur conservation devrait étre

améliorée puisque les micro-organismes ne peuvent proliférer en absence d’eau, et que la plupart des
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réactions protéolytiques sont ralenties en milieu anhydre. Par ailleurs, les produits lyophilisés peuvent
étre stockés pendant de longues périodes a température ambiante, ce qui facilitera leur utilisation en
milieu hospitalier. Néanmoins, des méthodes de stérilisation sont requises par les normes I1SO pour les
matériaux biologiques, comme la congélation, I'irradiation vy, ou I'utilisation d’éthyléne oxyde. Il nous
faudra tester ces méthodes pour voir celle qui donne les meilleurs résultats sans affecter les propriétés

structurelles, mécaniques et biologique de notre matériau composite (Delgado et al. 2014).

Biocompatibilité et résultats in vitro.

Tout développement de nouveaux biomatériaux ou de dispositifs médicaux, requiert une étude de leur
biocompatibilité et cytotoxicité. Dans ce travail, le comportement de trois types de cellules a été
étudié. Elles ont été choisies en fonction de leur intérét pour I'ingénierie tissulaire osseuse : (i) les MSCs
en raison de leur potentiel de différenciation en cellules osseuses, (ii) les ECs en raison de leur réle
central dans I'angiogeneése et (iii) les NS pour démontrer leur capacité a proliférer et a développer des
neurites. Nous avons montré que les matrices a base d’ELP M80-alcéne n’étaient pas cytotoxiques
pour ces cellules. La présence du peptide d’adhésion IKVAV/YIGSR n’a pas eu d’effet majeur sur la
prolifération et la viabilité des MSCs et des ECs. A I'opposé, la présence de ce peptide IKVAV/YIGSR a

favorisé la croissance des neurites des NS.

Nous avons utilisé un seul peptide linéaire contenant chacun des deux motifs IKVAV et YIGSR, ce qui
ne nous a pas permis de discriminer I'influence de I'un par rapport a I'autre. Ce choix a été fait afin
d’avoir une longueur de peptide identique entre IKVAV/YIGSR et SNA15. En effet, lors de I'étape de
réticulation avec I'ELP M80 alcéne, ces peptides ont servis de molécules de liaison entre les
polypeptides. En utilisant des peptides qui auraient eu des tailles différentes (du simple au double dans
notre cas) nous redoutions d’avoir des problémes d’homogénéité dans le maillage et/ou la structure
des hydrogels aprés I'étape de réticulation. D’autre part, le fait d’avoir forcément un rapport 1/1 entre
les séquences IKVAV et YIGSR limitait grandement la variabilité qui aurait pu apparaitre si ces deux
séquences avaient été physiquement distinctes. Nous avons alors considéré que notre systeme était

déja suffisamment complexe et qu’il n’était pas nécessaire d’y ajouter cette variable.

Dans cette thése, nous n’avons pas étudié de facon détaillée I'effet du peptide IKVAV/YIGSR sur
I'expression des génes spécifiques des trois types cellulaires (MSCs, ECs, NS). Seule une étude
qualitative de I'activité de la phosphatase alcaline, marqueur des MSCs, a été réalisée. Les résultats
suggerent que la présence des peptides et de I'hydroxyapatite stimule la minéralisation de la matrice
extracellulaire. Nous avons également montré que ces matrices composites fonctionnalisées ne

modifiaient pas I'activité métabolique des MSCs (comparativement au ECs), ni leur prolifération
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cellulaire. Ces résultats suggerent que lI'effet du peptide IKVAV/YIGSR sur les MSCs se traduirait
préférentiellement sur la différenciation des cellules vers la voie osteogénique. Seule une analyse
guantitative de I'expression des marqueurs de différenciation ostéogénique (Runx 2, ostéopontine,
ostéocalcine) pourra permettre de confirmer cette hypothéese. Des études précédemment menées au
laboratoire avec une autre formulation de matrices d’ELPs, dépourvues de particules de phosphate de
calcium et fonctionnalisées avec le peptide IKVAV seul, avaient montré une surexpression des ARNm
codant les marqueurs ostéogéniques Bmp2 et Osx, ainsi qu’une stimulation de I'expression du
marqueur Tek dans les ECs (Dos Santos et al. 2019). Dans notre étude, nous n’avons pas réussi a isoler
des quantités d’ARNm suffisantes pour réaliser une étude transcriptomique. De faibles quantités
d’ARNm n’ont pu étre purifiées qu’a partir des matrices ne contenant pas d’HA, mais pas dans les
autres cas. L'explication pourrait étre qu’une interaction électrostatique entre les ARN et les particules
de phosphate de calcium empéche leur extraction. Pour pallier ce probléme il serait envisageable de
travailler sur des matrices plus grandes sur lesquelles nous pourrions ensemencer plus de cellules. Une

autre alternative serait d’étudier le protéome des cellules cultivées sur nos matrices composites.

Dans ce méme contexte, il y aura lieu d’analyser et quantifier la présence de réseaux vasculaires induits
par IKVAV/YIGSR, ainsi que I'expression des marqueurs endothéliaux tels que les facteurs CD31, VE-

Cadherine, ou angiopoiétine.

Les études in vitro pourraient étre améliorées en utilisant un modéle de chambre de coculture en 3D
développé conjointement entre le laboratoire BioTis et le laboratoire LOF (Solvay, CNRS et Université
de Bordeaux—UMR 5258). Cette chambre de coculture est composée d’un compartiment central
destiné a recevoir les matrices 3D, et de compartiments latéraux séparés par des micro-canaux
pouvant accueillir différents types cellulaires (Schéma 1). Dans notre cas, les micro-canaux
permettraient le passage des neurites des NS vers le compartiment central, ce qui leur permettraient
d’interagir avec les autres types cellulaire et/ou la matrice tout en maintenant les corps cellulaires
séparés. Ce type de montage expérimental serait alors plus proche du processus d'innervation tel qu’il

se passe lors de la réparation osseuse.
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Schéma 1 : Chambre de coculture développée permettant de mimer le microenvironnement
physiologique in vivo.
Cette chambre de co-culture permet de cultiver chaque type cellulaire dans le milieu de culture qui lui est propre et de
récupérer chaque type cellulaire de maniere indépendante.

Durant cette thése nous n’avons pas démontré I'intérét d’avoir intégré la séquence PVGLIG dans le
peptide IKVAV/YIGSR pour ce qui est de la dégradation des implants. Des expériences préliminaires
ont été réalisées avec la Protéinase K qui est une enzyme protéolytique non spécifique et a large
spectre, et la MMP2 qui est une protéase qui clive spécifiquement la séquence PVGLIG (Fonseca et al.
2014; Kumada et al. 2010). Dans les deux cas, nous avons mesuré une perte de masse du matériau et
nous avons détecté la libération d’amines primaires. Ces expériences ont montré que le matériau sans
HA était plus facilement dégradé que le matériau qui en contenait 2,5 %, suggérant que la phase
inorganique pourrait soit empécher la reconnaissance des sites de coupures (encombrement stérique),
soit inhiber I'activité enzymatique des deux protéases. Toutefois, il est a noter que les protocoles n’ont

pas été optimisé et qu’il nous reste donc a terminer cette étude de dégradation.

Implantations des matrices en sous-cutané.

Pour étudier le potentiel ostéogénique, angiogénique et d’innervation des matrices développées pour
la réparation osseuse, il est d’abord nécessaire de les implanter en site ectopique, puis en site

orthotopique. Un site ectopique, sous-cutané ou intramusculaire, est un site dans lequel aucune
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formation osseuse n’est possible en conditions physiologiques. Les différentes formulations
d’hydrogels ont été implantées en site sous-cutané chez le rongeur. Ces matrices différaient dans leur

concentration en HA.

L'imagerie par la technique de micro-CT a montré que les matrices contenant des particules d’"HA
permettent la formation d’une minéralisation ectopique. Apres 30 jours d’implantation, la matrice

contenant 2 % HA a montré le niveau de minéralisation le plus élevé.

Les matrices implantées ont provoqué une faible inflammation, indiquant qu’elles s’étaient bien
intégrées aux tissus environnants. Nous n’avons pas observé de capsule fibreuse, et peu de tissus
fibrotique a été révélé, indiquant une bonne tolérance des matrices par le systéeme immunitaire de
I’h6te. Aprés 3 mois d’'implantation, le matériau semble disparaitre au profit d’'une minéralisation plus
importante. Aprés 6 mois, les matériaux implantés n’étaient plus visibles indiquant qu’ils avaient été

dégradés.

Toutes les matrices ont été colonisées par des cellules ce qui s’est traduit notamment par la synthése
de tissu collagénique. Nous avons observé une corrélation entre la quantité de tissus ostéoide formé
et la concentration des matrices en HA. En revanche, la présence ou 'absence du peptide IKVAV/YIGSR

n’influengaient pas la minéralisation des matrices.

Tous les hydrogels testés ont montré des propriétés pro-angiogéniques. La présence des structures
vasculaires a été révélée par un marquage spécifique de I'endomucine. Apres 7 jours d’'implantation,
les structures vasculaires sont essentiellement localisées en périphérie des matrices. Au quinzieme
jour, nous avons détecté des vaisseaux sanguins a l'intérieur des matrices, et le volume qu’ils occupent
augmente jusqu’au 30°™ jour. De plus, la surface occupée par ces vaisseaux dans les matrices
contenant les particules d’HA est significativement plus grande que dans celles qui n’en contiennent
pas. Ces résultats sont en adéquation avec ceux décrits dans la littérature qui montraient I'influence

des particules d’HA sur la formation des vaisseaux sanguins (Nirwana et al. 2022).

En ce qui concerne l'innervation, les structures nerveuses ont toujours été observées en périphérie
des implants, et la surface qu’elles occupent varient peu en fonction du temps d’implantation. Nous
n’avons pas observé de réelle cinétique dans I'apparition des structures nerveuses telle que relatée
par Li et ses collaborateurs (Li, Meyers, et al. 2019). lls avaient montré une colonisation précoce par
les nerfs sensitifs, suivie par les étapes de vascularisation puis de minéralisation. Les structures
nerveuses jouent en effet un role important dans la réponse inflammatoire en transmettant des
signaux de douleur, en modulant la circulation sanguine et la migration des cellules immunitaires, ce

qui permet de réguler la réponse immunitaire dans la zone lésée.

235



Conclusions et Perspectives

Les matrices implantées en sous-cutané ne différaient que dans leur concentration en HA, ce qui nous
a permis d’étudier I'effet de cette phase minérale. Une augmentation de la quantité de particules d’"HA
dans les hydrogels s’est traduite par une minéralisation accrue. En revanche nous n’avons pas observé
d’effets significatifs sur les processus de vascularisation et d’innervation. D’autre part, nous avons
montré que I'augmentation de la concentration en HA diminue la taille des pores des matrices. Nous
pouvons donc conclure qu’une taille de pore d’environ 60 um semble suffisante pour permettre

I'invasion tissulaire et vasculaire in vivo.

Implantations des matrices en site osseux.

Pour évaluer I'efficacité de notre matériau dans la réparation osseuse, nous avons choisi dans un
premier temps le modeéle de la Iésion dans le condyle fémoral de rat, suivi par des essais préliminaires

réalisés dans la mandibule de rat.

Compte tenu des résultats acquis in vitro et in vivo en site sous-cutané, notre choix s’est orienté sur la
formulation d’hydrogel contenant I'ELP, le peptide IKVAV/YIGSR, le peptide SNA15 et supplémentée
par 2 % d’HA. En site ectopique, nous avions observé que les matrices composites a 1 % d‘HA
permettaient la vascularisation et la croissance des neurites. Cependant, nous avons sélectionné la
formulation contenant 2 % d’HA car elle offrait la meilleure efficacité de minéralisation, ce qui est

essentiel dans le cadre d’une thérapie de régénération osseuse.

Pour observer la minéralisation et la réparation de I’os nous avons réalisé un suivi longitudinal par la
technique d’imagerie micro-CT. Cette technique non-invasive nous a permis de suivre la temporalité
de la réparation du défaut osseux chez chaque individu, diminuant ainsi le nombre d’animaux
nécessaires a |I'expérimentation. Néanmoins, ce suivi longitudinal a été contraignant en raison du
temps nécessaire a I'acquisition des images. En effet, pour le bien-étre des animaux, ils n’étaient pas
laissés plus de 20 min sous anesthésie. Par ailleurs, les mouvements respiratoires des animaux ont
parfois donné des acquisitions de moins bonne qualité, notamment dans le cas des défauts
mandibulaires. Enfin, la résolution des images obtenues étant d’environ 42 um, la délimitation du
contour du défaut osseux était rendue de plus en plus difficile au fur et a mesure de la réparation du

défaut. Ces contraintes techniques ont pu affecter la précision de certaines de nos mesures.

Les implantations dans les défauts condylaires ont montré qu’apres deux mois, le condyle non comblé
ne s’est pas refermé contrairement aux défauts comblés avec nos matrices composites ou avec le
Collapat®. Par ailleurs, des fractures sont apparues chez les animaux pour lesquels les défauts n’avaient

pas été comblés. Le pourcentage de minéralisation des défauts comblés avec notre matrice composite
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etait de 56,0 + 6,9 % aprés deux mois, et de 67,3 * 6,3 % pour le Collapat®. A ce stade, nous n’avons
pas observé de différence significative dans le niveau de minéralisation obtenu avec les deux types de
biomatériau. Les coupes histologiques ont montré que notre matrice composite était bien intégrée
dans le tissu environnant, les cellules ayant colonisé I'implant sans qu’une fibrose ne soit détectée. La
guantification du tissu ostéoide a montré qu’un maximum était atteint un mois aprés implantation
pour les deux matrices ELP/peptides/HA et Collapat®. L'immunomarquage de l'ostéocalcine a
également montré la présence de cellules ostéoblastiques. La quantification d’autres marqueurs des
cellules osseuses comme Runx2, Ostérix et |'ostéopontine seront prochainement réalisés au

laboratoire. Les protocoles correspondants sont en cours de développement par le Dr. Micaela ROQUE.

Les structures vasculaires ont été mises en évidence aprés la technique de transparisation des os et
immunodétection de 'endomucine, de la podocalyxine et de la protéine MECA32. Nous avons observé
la formation de structures vasculaires dans I'entiereté des défauts comblés avec nos matrices
composites, alors qu’elles étaient détectées majoritairement en périphérie des défauts comblés par le
Collapat®. Ce dernier point reste trés encourageant et montre I'intérét des matrices composites a base
d’ELPs pour des applications en réparation osseuse. La quantification des réseaux vasculaires pourra
étre prochainement effectuée grace a un nouveau logiciel de visualisation 3D (module Filament Tracer

du logiciel Imaris®).

Enfin, nous développons actuellement un modele de défaut osseux dans un os plat, la mandibule.
Jusqu’a présent notre laboratoire utilisait plutét le modéle de calvaria qui est plus facile a mettre en
ceuvre mais qui a pour inconvénient d’étre peu soumis aux contraintes physiques, contraintes
nécessaires a la réparation osseuse. Les premieres expériences ont été réalisées a I'aide de nos

matrices composites contenant 2 % d’HA.

De fagon plus précise, les résultats préliminaires ont montré une néoformation de tissus osseux
organisés, avec la présence de cellules osseuses, dont des ostéocytes, en périphérie et au centre de la
Iésion, ainsi que la présence de vaisseaux sanguins apres 15 jours d’'implantation. Ces travaux seront

poursuivis afin de confirmer ces données.

Perspectives.

Le matériau composite a base d’ELPs, des peptides IKVAV/YIGSR et SNA15, et de particules d’"HA a
montré sa capacité a réparer un défaut osseux chez le petit animal. Apres dép6t de notre brevet, nous

avons obtenu un financement (projet de maturation) de la Société d’Accélération du Transfert de
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Technologies (SATT) d’Aquitaine pour réaliser une étude chez le gros animal, avant d’évaluer le

transfert de notre technologie vers un industriel du domaine.

Le modeéle de cochon miniature « minipig » a été sélectionné car il est fréquemment utilisé pour les
études précliniques des dispositifs médicaux, plus particulierement dans le domaine de la chirurgie
maxillo-faciale. Ces animaux, de petite taille, ont des caractéristiques morphologiques et
physiologiques proches de celles de I'homme, notamment en ce qui concerne le squelette. La
microstructure des os est en effet similaire a celle retrouvée chez I’'humain (Mosekilde et al. 1987), et
les processus de réparation osseuse sont semblables (Martinez-Gonzalez et al. 2005). Par ailleurs la
mastication, les mouvements de la mandibule et la taille des dents sont similaires dans les deux
especes. Nous avons choisi le modele du comblement d’os alvéolaire, qui présente un marché
intéressant en chirurgie maxillofaciale et implantologie. Ce site est soumis a des contraintes
mécaniques compatibles avec les propriétés des matrices composites a base d’ELPs et d'HA. Le schéma

expérimental est présenté ci-apres.
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3 mois de
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Straumann®

Schéma 2 : Présentation des principales étapes nécessaire a la création de défauts alvéolaires dans
la mandibule chez le cochon « minipig ».

Cette étude sera réalisée avec 4 animaux, dont 2 seront sacrifiés aprés 30 jours d’implantation et les 2
autres aprés 2 mois. Pour cela, I'extraction dentaire de 8 dents par animal, comprenant des molaires
et des prémolaires, a déja été réalisée début janvier 2023 par la société Straumann®. Les principales

étapes de cette expérimentation sont présentées dans le Schéma 2. Apres I'extraction dentaire, une
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premiere étape de cicatrisation sera nécessaire avant I'implantation des matrices composites qui est
prévue pour avril 2023. Les actes de chirurgie seront réalisés par le Pr. Sylvain CATROS, Praticien
Hospitalier en chirurgie orale et dentiste, qui a déja réalisé I'ensemble des interventions présentées

dans cette these.

Si les résultats obtenus chez le petit animal sont confirmés chez le cochon, cela ouvrira la voie aux
études cliniques nécessaires pour une éventuelle mise sur le marché de cette nouvelle matrice

composite.
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