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Résumé	

 
Diverses stratégies de fonctionnalisation de surface existent pour améliorer la biocompatibilité des 

matériaux utilisés dans les dispositifs implantables, comme les matériaux de substitution osseuse. Le 

choix du matériau est crucial selon son application (administration de médicaments, ingénierie 

tissulaire, etc.). Le polydiméthylsiloxane (PDMS), par exemple, bien qu’utilisé dans de nombreux 

domaines, présente des propriétés de surface défavorables à l’adhérence cellulaire. Pour y remédier, 

il est possible de fonctionnaliser sa surface avec des protéines entières de la matrice extracellulaire 

(MEC) ou des peptides synthétiques dérivés de celles-ci. Bien que ces approches offrent certaines 

solutions, des défis tels que le coût de production, la solubilité et le contrôle de la présentation en 3D 

entravent leur manipulation. Pour surmonter ces défis, nous avons développé des particules pseudo-

virales (VLPs) présentant différents peptides bioactifs à leur surface. Ces particules sont formées à 

partir de 180 copies de la protéine d’enveloppe CP3, dérivée du bactériophage à ARN AP205. Nous 

avons génétiquement modifié la protéine CP3 à ses extrémités N- et C-terminales pour produire des 

VLPs présentant des peptides d’adhésion (RGD et YIGSR) et ostéogéniques (BMP2). Les peptides RGD 

et YIGSR sont dérivés respectivement de la fibronectine et de la laminine, et les peptides BMP2, de la 

protéine recombinante humaine BMP2. Nous avons caractérisé la structure des VLPs et réalisé des 

essais biologiques pour évaluer leur bioactivité à la surface du PDMS en utilisant des cellules de 

myoblaste C2C12. Nos résultats démontrent que les VLPs que nous avons conçues stimulent les 

processus d’adhésion, de migration, de prolifération et de différenciation. Nous avons également 

conçu des VLPs hétéromériques co-exprimant les peptides RGD et YIGSR ou BMP2 et avons montré 

que leur bioactivité est maintenue lorsqu’ils sont combinés sur la même particule. En parallèle, nous 

avons comparé les interactions cellulaires et la formation des adhésions focales induites par la VLP-

RGD avec celles induites par la fibronectine dont elle dérivée, en mettant en évidence des similitudes 

et des différences. Ce travail démontre que les VLPs d’AP205 peuvent être utilisées comme nano-

plateformes de signalisation pour stimuler diverses fonctions cellulaires, avec des applications 

potentielles en nanomédecine et dans les biomatériaux. L'utilisation de particules SpyCatcher AP205 

a également été explorée pour présenter des peptides fusionnés génétiquement aux SpyTag avec des 

interactions covalentes contrôlées. Ce système ouvre des perspectives pour le développement de 

nouveaux biomatériaux multifonctionnels.  
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Abstract	

 
Scientists have explored various surface functionalization strategies to improve the biocompatibility of 

materials used in implantable devices, such as bone replacement materials. The choice of material 

remains crucial, depending on its application (drug delivery, tissue engineering, etc.). 

Polydimethylsiloxane (PDMS), for example, although used in many fields, has surface properties 

unfavorable for cell adhesion. To overcome this, scientists often employ surface functionalization with 

whole extracellular matrix (ECM) proteins or synthetic peptides derived from them to mimic the 

bioactive cues from the microenvironment. While these approaches offer some solutions, challenges 

such as production cost, solubility, and control of 3D presentation hinder their manipulation. To 

address these challenges, we present virus-like particles (VLPs) consisting of 180 copies of the envelope 

protein CP3, derived from the AP205 RNA bacteriophage. We genetically modified the CP3 protein at 

both N- and C- termini to create VLPs that display the adhesion peptides RGD and YIGSR, derived from 

fibronectin and laminin respectively, and the osteogenic peptide BMP2, derived from the human 

recombinant BMP2 protein. We characterized their structure and performed biological assays to 

evaluate their bioactivity on the PDMS surface using C2C12 myoblast cells. Our results demonstrate 

that the designed VLPs stimulate adhesion, migration, proliferation, and differentiation processes. We 

engineered heteromeric VLPs co-expressing RGD and YIGSR or BMP2 peptides and showed that their 

bioactivity is maintained when combined on the same particle. In parallel, we compared cell 

interactions and focal adhesion recruitment with VLP-RGD and its derived fibronectin, highlighting 

similarities and differences. This work demonstrates that AP205 VLPs can be used as nanoscale 

signaling platforms to stimulate multiple cell functions, with potential applications in nanomedicine 

and biomaterials. Additionally, we explored AP205 SpyCatcher particles to display peptides genetically 

fused to SpyTag with controlled covalent interactions, opening prospects for the development of 

multifunctional biomaterials. 
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Introduction	

 

L’équipe de Biomatériaux-Biointerfaces dans laquelle j’ai réalisé ma thèse, se consacre à 

l’étude du comportement cellulaire au contact des surfaces présentant des molécules et/ou des 

topographies variées, en combinant la biologie et la science des matériaux. La compréhension des 

interactions entre les cellules et les matériaux est au cœur des travaux du groupe. Ces recherches leur 

permettent d’aborder des questions biologiques fondamentales, d’améliorer la conception de 

biomatériaux existants ou en développement et de mettre au point de nouvelles applications en 

médecine. L’équipe étudie également l’influence que peuvent avoir différentes surfaces sur l’activité 

des protéines.  

 

Cette thèse explore un nouveau thème basé sur l’utilisation de particules-pseudo virales (VLPs) 

en tant que plateformes de présentation multifonctionnelles de peptides bioactifs pour diriger le 

comportement cellulaire. Ce sujet pluridisciplinaire vise à développer de nouveaux outils et un savoir-

faire dans le cadre d'une nouvelle thématique de recherche sur le biomimétisme et les matériaux 

bioinspirés et biodérivés au sein du laboratoire.  

 

Dans ce premier chapitre d’introduction, nous aborderons en détail le rôle des composants 

majeurs de la matrice extracellulaire (MEC) dans la régulation du comportement cellulaire, et leur 

utilisation dans la conception et la fonctionnalisation de biomatériaux. Ensuite, nous discuterons des 

peptides bioactifs dérivés de ces protéines matricielles, qui sont utilisés pour la conception de 

biomatériaux, notamment dans les applications en ingénierie tissulaire.  

Dans le second chapitre, nous nous concentrerons sur les particules pseudo-virales (VLPs) 

utilisées dans le cadre de nos travaux. Nous présenterons leurs caractéristiques, leurs méthodes de 

production et de purification, ainsi que leurs applications actuelles dans le domaine biomédical. 

L’objectif est d’exploiter la surface des VLPs pour mimer les interactions cellule-MEC à l’échelle 

nanométrique, en ciblant des récepteurs spécifiques par la présentation de peptides bioactifs à leur 

surface. Un de nos objectifs sera d’utiliser cette capacité pour diriger le comportement cellulaire, 

incluant l’adhérence, la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire.  

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapitre	1	:	Interactions	cellule	–	Matrice	

Extracellulaire	(MEC).	
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I. Mimer	 l’environnement	 cellulaire	 in	 vivo	 pour	 la	 conception	 de	

biomatériaux	

 
Diverses stratégies sont mises en œuvre afin d’améliorer l’intégration des biomatériaux dans 

l’environnement biologique1,2. Les biomatériaux regroupent tous les matériaux synthétiques ou 

vivants destinés à substituer une fonction biologique déficiente. Ceux-ci incluent tout dispositif 

implantable dans un organisme, destiné à interagir avec les tissus sans entraîner de réactions 

inflammatoires (biocompatibilité). Le biomatériau implanté doit également s’intégrer au sein du tissu 

(biointégration). Les biomatériaux sont utilisés, par exemple, dans les systèmes d’administration de 

médicaments, les outils d’imagerie, l’ingénierie tissulaire, les prothèses et les équipements 

chirurgicaux3,4. L’interface biomatériau/tissu est l’une des pistes qui tend à optimiser et à rendre 

fonctionnelle la surface du matériau qui est au contact des cellules vivantes et qui pourrait influencer 

leur comportement.  

Un des principaux objectifs, outre l'amélioration des propriétés mécaniques du matériau, est 

de mimer l'environnement cellulaire in vivo fourni par la MEC qui régule les fonctions physiologiques 

cellulaires. Il est donc crucial de comprendre comment les protéines qui composent la MEC 

interagissent avec les cellules au sein du microenvironnement et régulent leur comportement. 

 

A. Les	protéines	de	la	MEC	pour	diriger	le	comportement	cellulaire	

 
Au sein des tissus, les cellules interagissent avec la MEC qui régule leur comportement et 

assure un support structurel et mécanique aux cellules5. La MEC permet l’ancrage des cellules et régule 

leur comportement (adhérence, migration, prolifération et différenciation cellulaire). Celle-ci est 

présente dans tous les tissus et organes sous forme d’un stroma présent entre les îlots cellulaires 

(fibroblastes, ostéoblastes, etc.) au sein des tissus conjonctifs, ou de membrane basale de 50 à 150 nm 

d’épaisseur à l’interface entre un épithélium et un tissu conjonctif5. Leur mode d’organisation, leur 

composition et leur forme sont adaptées à chaque tissu. Les cellules (ex. fibroblastes) participent 

également à la synthèse et au remodelage de la MEC. 

Le matrisome désigne l’ensemble des composants de la MEC et représente aujourd’hui une 

référence internationale pour identifier et classifier les macromolécules de la MEC impliquées dans 

diverses fonctions biologiques7. La MEC est formée d'un enchevêtrement hétérogène et complexe de 

macromolécules fibreuses et adhésives multifonctionnelles, de structures et de tailles variables à 

différentes échelles6. La MEC est composée de deux classes principales de macromolécules : les 
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Figure 1 : Représentation schématique de la classification des protéoglycanes (PGs). Les PGS sont 

classés en fonction de leur localisation, des modules protéiques et de leur homologie de séquence. Les 

PGs extracellulaires, incluant les hyalectanes (ex. aggrécane) et les SLRPs (petites protéines riches en 

laucine), telles que la décorine, se trouvent dans la matrice extracellulaire. Les PGs péricellulaires, tels 

que le perlecane, sont localisés dans la membrane basele. Les PGs de surface cellulaire, qui incluent les 

protéines transmembranaires (ex. syndécans) et les protéines ancrées par GPI (glypicans 1 à 6), se 

trouvent à la surface de la cellule. Les PGs intracellulaires, comme la sérglycine, sont localisés dans les 

granules sécrétoires. Les différents types de glycosaminoglycanes (GAG) associés sont indiqués en 

couleurs : CS (chondroïtine sulfate), KS (kératane sulfate), DS (dermatane sulfate), HS (héparane 

sulfate) et Hep (héparine). (Theocharis et al. 5) 

 



Collagènes	

Parmi les protéines fibreuses, les collagènes sont les plus abondants du corps humain et 

constituent jusqu’à 30% de la masse protéique totale chez les organismes multicellulaires10. Les 

collagènes apportent un soutien et une rigidité aux tissus, régulent l’adhérence cellulaire et sont 

impliqués dans la chimiotaxie, la migration cellulaire et dans le développement tissulaire5. À ce jour, 

on dénombre 28 types de collagène identifiés chez les vertébrés, classés selon leur capacité à former 

des agrégats (types fibres, réseaux ou Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helices 

(FACITs))5 (Figure 2). Ils sont généralement formés par l’association de trois chaînes polypeptidiques 

identiques ou différentes en une triple hélice composée de séquences Gly-X-Y. Ils peuvent ensuite 

s’assembler en complexe supramoléculaire sous formes de fibrilles ou de réseaux selon le type de 

collagène (Figure 2).  

Les collagènes fibrillaires (ex. collagènes type I, III, type XI) sont majoritairement présents dans 

le stroma (Figure 2). Tandis que les collagènes non fibrillaires (ex. collagènes type IX, IV et VI)) sont 

incorporés au niveau de la membrane basale (Figure 2). Le collagène de type I est ubiquitaire et 

représente environ 90% des collagènes fibrillaires10. Les fibres de collagène sont produites entre autres 

par les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les chondrocytes5,10. 

 

 

 
Figure 2 : Classification des collagènes selon leur capacité à former des agrégats. Les collagènes sont 

classés en différents types en fonction de leur composition, de leur structure et de leur localisation. Les 

collagènes fibrillaires regroupent les types I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII, formant des microfibrilles et fibres 

principalement présentes dans les os, la peau, le cartilage, les vaisseaux sanguins et autres tissus 
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conjonctifs. Les collagènes formant des réseaux incluent les types IV, VIII et X, formant des réseaux de 

dimères, tétramères et autres structures, localisés dans les membranes basales, le cerveau, le cœur et 

d’autres tissus. Les collagènes FACIT (Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helices) 

composés de collagènes de types IX, XII, XVI, XIX, XX et XXII sont associés aux fibres de collagènes de 

types I et II, présents dans divers tissus comme le derme, le rein, et les jonctions tissulaires. (Theocharis 

et al.5) 

 

Élastines	

Les collagènes s’associent avec les élastines au sein de la MEC, une autre protéine fibreuse 

majeure sécrétée dans l’espace extracellulaire. Celles-ci sont plus abondantes dans les tissus qui 

nécessitent une flexibilité (ex. ligaments)5,11. Elles jouent également un rôle important dans 

l’assemblage de la MEC. Lorsqu’elles sont sécrétées dans la MEC (tropoélastine), elles s’assemblent en 

fibres puis s’organisent sous forme de réseaux fibrillaires. Elles sont constituées par des monomères 

de tropoélastine qui forment deux chaînes polypeptidiques avec un segment riche en hélice α (alanine 

et lysine) et un segment hydrophobe5.  

 

	 Fibronectine	

Une troisième protéine fibreuse de la MEC, la fibronectine, joue un rôle crucial dans le 

maintien de l’attachement des cellules et dans la régulation des fonctions cellulaires. La fibronectine 

est composée de deux chaînes polypeptidiques (220 à 250 kDa) reliées par deux ponts disulfures au 

niveau des extrémités C- terminales (Figure 3)12.  

Son gène est soumis à un épissage alternatif, ce qui donne deux types d’isoformes différents : 

la fibronectine cellulaire insoluble, sécrétée en tant que dimère dans la MEC principalement par les 

fibroblastes, et la fibronectine plasmatique, qui est sécrétée dans la circulation sanguine par les 

hépatocytes5,6.  

La fibronectine possède des séquences répétées de trois domaines protéiques (domaines type 

I, II et III) impliquées dans les interactions protéine-protéine et protéine-cellule (Figure 3)5,6. Elle 

possède divers sites d’interaction avec d’autres dimères de fibronectine ainsi que le collagène, 

l’héparine et la fibrine et les récepteurs intégrines à la surface des cellules (Figure 3)5,6. En s’attachant 

à la fibronectine, les cellules exercent un étirement et une force de traction sur celle-ci grâce au 

cytosquelette actine-myosine, notamment lors de leur migration5,6. La fibronectine est également 

impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire12. L’interaction avec les récepteurs 

cellulaires est essentielle à l’assemblage de la fibronectine en fibrilles plus longues12. 

 



 

 
Figure 3 : Représentation schématique des différents domaines protéiques de la fibronectine. La 

fibronectine est composée de répétitions de domaines de type I (rectangles), types II (pentagones) et 

type III (ovales). Plusieurs sites de liaison spécifiques permettent l’interaction avec différents ligands 

comme le collagène, la gélatine, la fibrine, l’héparine, et également des intégrines. Des sites de clivage 

enzymatique sont indiqués par des flèches colorées représentant différentes protéases, comme la 

thrombine et la trypsine, qui modulent la conformation et la fonction de la fibronectine. (Dalton et al.12) 

 

	 Laminines	

Les laminines font partie des principaux composants des membranes basales et participent à 

l’adhérence des cellules et à la régulation du comportement cellulaire6. Elles sont composées de trois 

chaînes polypeptidiques α, β et γ qui s’associent en forme de croix avec deux bras courts et un bras 

long, reliés par des ponts disulfures (Figure 4)13. Selon la nature et la combinaison des trois chaînes 

polypeptidiques, on dénombre quinze isotopes de laminine identifiés, qui jouent un rôle important 

dans le maintien du phénotype tissulaire14.  

Les différents domaines protéiques présents sur les chaînes polypeptidiques de la laminine 

sont impliqués dans différentes fonctions cellulaires selon leur interaction spécifique avec les 

intégrines14. Elles possèdent ainsi de nombreuses fonctions biologiques, telles que l’adhérence, la 

migration, la différenciation et l’embryogenèse14. Par exemple, les laminines-111 jouent un rôle dans 

la différenciation des cellules souches en neurones et en myoblastes (précurseurs des cellules 

musculaires)14. Les laminines-332 présentes à l’interface entre l’épiderme et le derme assurent 

l’intégrité de la peau en favorisant l’adhérence des kératinocytes à la membrane basale14. Les 

laminines (ex. laminine-111) peuvent également interagir avec les protéines de la MEC, telles que le 

collagène IV et le nidogène qui composent la lame basale14.  









matricielles, ce qui régule une fonction cellulaire spécifique24. La spécificité de leur interaction avec les 

ligands de la MEC régule leur répartition spatiale sur les membranes cellulaires en clusters20,21. Les 

clusters d'intégrines sont essentiels pour une signalisation efficace et dépend de la densité globale des 

ligands22. Les intégrines reconnaissent divers ligands au niveau des protéines de la MEC, dont les sites 

RGD (arginine-glycine-acide aspartique) et LDV (leucine-acide aspartique-valine) en fonction de leurs 

chaînes α et β23. Les intégrines peuvent aussi s’associer aux protéases (MMPs) et participent ainsi à la 

protéolyse péricellulaire17. Après leur synthèse dans le cytoplasme, elles sont hautement glycosylées 

dans le réticulum endoplasmique puis dans l’appareil de Golgi, ce qui est nécessaire à leur fonction17.  

 

 

 

 
Figure 7 : Classification des ligands spécifiques aux intégrines. Au centre du diagramme : les 24 types 

d’intégrines identifiés et divisés en quatre catégories selon leur ligand d’interaction spécifique. À 

l’extérieure du diagramme : classification des différentes protéines matricielles interagissant avec les 

différents types d’intégrines exprimés par les cellules (Pang et al. 24). 





le clustering des intégrines (adhésions naissantes)17,25,26. Ces adhésions vont murir en recrutant des 

protéines cytosoliques au niveau des contacts focaux (adhésions focales). Parmi celles-ci, la kinase des 

adhésions focales (FAK) est recrutée au niveau du cluster d’intégrine et se lie à la taline et à la 

paxilline17,25,26. Une fois phosphorylée, elle active le recrutement d’autres substrats par 

phosphorylation, dont la protéine Src (tyrosine kinase). Un autre facteur recruté en aval des intégrines 

est la protéine ILK (Integrin-Linked-Kinase) qui sert de plateforme structurale de recrutement des 

protéines en aval. Celle-ci permet ainsi le recrutement de la paxilline qui assure un lien entre FAK et 

ILK17,25,26. Elle peut être recrutée directement au niveau des intégrines ou via la FAK ou ILK. La vinculine 

peut être aussi recrutée par la paxiline ou les intégrines. Elle établit un lien avec la MEC en interagissant 

avec le cytosquelette d’actine. Elle peut lier Arp 2/3 (Actin Related Protein 2/3) qui favorise la 

polymérisation d’actine au niveau de la plaque focale 17,25,26. Toutes les protéines cytosoliques citées 

ci-dessus participent entre autres à la formation et au renforcement des adhésions focales et régulent 

ainsi le regroupement des intégrines suite à leur liaison aux protéines matricielles.  

La formation de ces adhésions focales est indispensable à l’aboutissement et à la régulation de 

différentes réponses cellulaires, dont la prolifération, la migration et la différenciation cellulaire25,26. 

La coopération entre les récepteurs intégrines impliqués dans la formation des adhésions focales avec 

les récepteurs de facteurs de croissance (GFs) est impliquée dans la régulation de nombreuses 

fonctions cellulaires (adhérence, prolifération et différenciation)27. Ces fonctions cellulaires seront 

décrites par la suite.  

 

3. Coopération	des	intégrines	et	des	récepteurs	de	facteurs	de	croissance	pour	diriger	le	

comportement	cellulaire	

 
En effet, la plupart des processus cellulaires in vivo sont régulés par les interactions cellules – 

cellules et cellules – MEC. Les signaux provenant du microenvironnement (cellules et MEC) sont 

intégrés par les récepteurs intégrines et les récepteurs de facteurs de croissance qui coopèrent pour 

diriger le comportement cellulaire. L'activation de ces deux types de récepteurs implique les mêmes 

voies de signalisation et mécanismes régulant les processus physiologiques et pathologiques27,28. 

Plusieurs exemples montrent que les signaux synergiques fournis par les récepteurs d’adhésion et les 

récepteurs de facteur de croissance sont nécessaires pour coordonner les réponses biochimiques et 

biologiques dans plusieurs types de cellules27,28. Les intégrines peuvent s'associer directement aux 

récepteurs de facteurs de croissance à activité tyrosine kinase (RTK), tels que le récepteur de facteur 

de croissance épidermique (EGFR) pour favoriser leur activation et orchestrer leur endocytose et leur 

recyclage29,30. La coopération entre ces deux types de récepteurs régule la prolifération, la 

différenciation et la migration cellulaire in vivo. 





interagissent par des associations physiques et des interconnexions de signalisation (signal crosstalk), 

ce qui contribue à la régulation de la prolifération cellulaire. (B) la liaison des intégrines et des GFR aux 

ligands matriciels déclenche une cascade de signalisation impliquant des molécules cytosoliques 

comme PI3K, Akt, et FAK. (C) l’activation des intégrines entraîne également des signaux qui affectent 

le cytosquelette, en passant par Rac, Pak1 et Jnk. (Moreno-Layseca et Streuili33) 

 

La migration cellulaire  

Les ligands matriciels des intégrines jouent également un rôle important lors de la migration 

cellulaire34. Les cellules sont capables de se diriger en fonction de gradients de ligands matriciels 

(haptotaxie) qui vont réguler la migration des cellules35.  

En réponse aux signaux migratoires, les cellules, telles que les fibroblastes et les myoblastes, 

acquièrent un phénotype mésenchymateux34. La morphologie polarisée que les cellules vont adopter 

va dépendre de la nature du signal biochimique et biophysique et de la matrice sous-jacente34. Dans 

le cas de la migration mésenchymateuse, celle-ci implique un certain nombre d'événements 

coordonnés : la formation de protrusions membranaires et de zones d'adhérence dynamiques, 

accompagnée de la réorganisation du cytosquelette puis de la translocation du corps cellulaire. En 

migrant, les cellules forment en leur front des lamellipodes composés de filaments d'actine branchés, 

ainsi que des filopodes composés de faisceaux d'actine parallèles les uns aux autres (Figure 10)34. Les 

lamellipodes se forment grâce à la polymérisation d’actine et orientent la direction de migration. En 

revanche, au niveau du front arrière, les cellules forment une seule queue de rétraction avec des fibres 

de tension d’actine qui jouent un rôle contractile (Figure 10)34.  

Il existe également d’autres types de migration, comme la migration amiboïde adoptée par 

exemple par les cellules immunitaires, qui ne seront pas détaillés ici36.  

 

 

 
Figure 10 : Polarisation et distribution du cytosquelette lors de la migration des fibroblastes. (Les 

étapes de la migration mésenchymateuse, Seetharaman and Etienne-Manneville34). 





signalisation, telles que RhoA et Rac (via des GTPases), activent des voies de signalisation spécifiques 

conduisant à la polymérisation de l’actine. Les adhésions naissantes évoluent vers une adhésion focale 

mature via le recrutement de FAK et CAS, et des protéines de signalisation intracellulaire ERK et PAK, 

contribuant à la stabilité de l’adhésion. (Vicente-Manzanares et al.38) 

 

Différenciation	myogénique	

L’interaction des intégrines avec les composants de la MEC intervient également dans la 

régulation de l’homéostasie et le développement du muscle squelettique du stade embryonnaire 

jusqu’à la sénescence40. Le muscle squelettique est le tissu le plus abondant du corps humain (environ 

40% du poids total du corps)40. La myogenèse est le processus biologique qui aboutit à la constitution 

de tissus musculaires à partir de cellules souches. Durant la différenciation et la maturation des 

myoblastes, l’interaction cellule - MEC entre la lame basale et l’endomysium joue un rôle important 

dans la régénération du muscle squelettique (Figure 12)41. De ce fait, la composition de la MEC affecte 

les propriétés physiologiques des cellules myogéniques. Un certain nombre d’intégrines, telles que les 

intégrines α7β1 sont exprimées par les myoblastes. Au niveau des fibres musculaires, l’intégrine α7β1 

est distribué le long du sarcolemme (membrane des fibres musculaires) au niveau des costamères, 

points d’ancrage des myofibrilles au sarcolemme41. Ces récepteurs jouent un rôle central dans la 

physiologie et le développement musculaire. Une sous-expression de ces intégrines, est responsable 

de pathologies liées au muscle, telles que les dystrophies musculaires impliquant également les 

laminines42. En revanche, une surexpression des intégrines α7β1 entraîne une augmentation du 

recrutement des protéines cytosoliques impliquées dans la formation des adhésions focales43. Ceci 

montre l’importance de l’expression de ce type d’intégrine dans le maintien de l’intégrité du muscle 

squelettique.  

Les cellules musculaires progénitrices (cellules satellites) présentes au niveau de la lame 

basale, jouent un rôle important dans la régénération du muscle squelettique44. La sécrétion des 

facteurs de croissance, tels que FGF-2 (facteur de croissance des fibroblastes), HGF (facteur de 

croissance des hépatocytes) et SDF-1 (facteur dérivé des cellules stromales), induit la prolifération des 

cellules satellites44. Le collagène IV présent dans la lame basale et sécrété par les fibroblastes, stimule 

la différenciation et la fusion des myoblastes via l’activation du facteur IGF-1 (insulin-like growth 

factor-1)44. L’expression et le dépôt de la laminine-1 par les cellules satellites, maintient l’adhérence 

des fibres musculaires à la lame basale41. De plus, la fibronectine favorise l’adhérence et facilite la 

fusion et l’alignement des myoblastes durant leur différenciation41.  
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Figure 12: Schéma des différentes couches composants le muscle squelettique (gauche) et 

représentation des principaux composants de la MEC entourant les myofibres (droite). La myofibrille, 

composante contractile de la fibre musculaire, est entourée par la membrane cellulaire (sarcolemme). 

La lame basale sert de couche intermédiaire reliant la fibre musculaire à la MEC, composée de protéines 

matricielles comme la laminine et des complexes de dystroglycane, pour ancrer la fibre musculaire à la 

MEC. Les couches d’épimysium, de périmysium et d’endomysium enveloppent les fibres musculaires, 

fournissant protection, soutient et transmission des forces lors de la contraction. (Carraro et al.41) 

 
Lorsque les cellules satellites quittent la phase de quiescence, elles se différencient, ceci 

aboutit à l’activation des facteurs de transcription, tels que Pax 3 et 7 (Figure 13)45. Pax 3 est le premier 

facteur myogénique exprimé par les cellules satellites45. Il régule l’expression d’autres facteurs de 

transcription, tels que Pax7 ou des facteurs de régulation myogénique (MRF) comme le facteur 

myogénique 5 (Myf5) ou encore le facteur de différenciation myogénique (MyoD, appelé également 

Myf3)45. L’ensemble de ces facteurs détermine l’entrée des cellules souches vers la voie myogénique. 

Myf5 et MyoD sont impliqués dans la prolifération des cellules satellites et ensuite à l’activation des 

facteurs de transcription Mef2, MyoG (myogénine) et MyH (Myosin heavy chains) impliqués dans la 

différenciation des cellules satellites en myofibres (Figure 13)45. MyoG contrôle la différenciation finale 

en engendrant la fusion des myoblastes mononuclées en myotubes multinucléés46. Pour fusionner, les 

cellules réarrangent leur membrane et réorganisent leur cytosquelette d’actine. Les noyaux migrent 

et s’accumulent au centre du myotube45. Ensuite, les myotubes entrent dans l’étape de maturation où 

elles expriment notamment des protéines ostéoblastiques caractéristiques, telles que l’ostéocalcine 

et le collagène-145. Les noyaux migrent à la périphérie du myotube, aboutissant à la formation d’une 





   
 

41 
 

 

 

Figure 14: Coopération des récepteurs d’intégrines et de facteurs de croissance dans la régulation 

de la différenciation ostéogénique. (Wei et al.51) 

 
Plusieurs étapes de différenciation sont nécessaires à l’obtention d’ostéoblastes matures. Elles 

font opérer différents facteurs caractéristiques à différents niveaux d’expression (Figure 15). Le 

premier type cellulaire qui émerge suite à une induction des CSMs sont les progéniteurs des 

ostéoblastes qui surexpriment des facteurs de transcription, tels que Runx2 et Osterix (osx), par 

rapport aux CSMs53.  

 

 

 
Figure 15 : Étapes de différenciation de l'engagement des cellules souches mésenchymateuses 

(CSMs) vers la lignée ostéoblastique. Lors de l’engagement, les CSMs se différencient en 

ostéoprogéniteurs sous l’influence de plusieurs facteurs, les familles de protéines BMPs, Wnt, ainsi que 

Hedgehog (Shh) et NELL-1. Les ostéoprogéniteurs deviennent ensuite des ostéoblastes, qui se maturent 

en ostéocytes, sous l’action des BMPs (ex. BMP2 et BMP4), ainsi que des voies Wnt, Notch, Hedgehog 

et NELL-1. (Thomas et Jaganathan52). 

 



Au sein du microenvironnement osseux, les BMPs favorisent la formation osseuse49. Les BMPs 

peuvent être classées en sous-famille selon leur fonction, le récepteur sur lequel elles agissent et les 

voies de signalisation activées en aval des récepteurs. Les sous-familles BMP-2/4, OP-1 (Osteogenic 

protein-1) et BMP-9/10 participent à la formation de tissus osseux et cartilagineux in vivo49,54.  

Les BMPs sont intrinsèquement instables in vivo et leur transport et diffusion au sein de la MEC 

doit être régulé par les MMPs extracellulaires pour une libération contrôlée49. Par exemple, le clivage 

de la protéine morphogénétique osseuse-2 (BMP2) par les MMPs extracellulaires assure son activité 

sur les récepteurs cellulaires pour réguler la régénération osseuse et les défauts osseux49. Les BMP2 

agissent sur des récepteurs transmembranaires (homodimères) à activité sérine/thréonine kinase 

(BMPRs). Ces récepteurs possèdent un domaine extracellulaire de liaison au ligand, un domaine 

transmembranaire et un domaine catalytique cytosolique à activité enzymatique57. Les BMP2 sont des 

homodimères qui possèdent deux motifs de liaison à ces récepteurs (Figure 16)57,58. Un site de liaison 

à haute affinité (épitope « wrist », résidus 84 à 102) pour le récepteur de type I, BMPR-1A, et un site 

de liaison à faible affinité (épitope « knuckle », résidus 68 à 92) pour le récepteur de type II, BMPR-II 

(Figure 16)57,61. Les BMPs peuvent se lier aux récepteurs de type I en l’absence de récepteurs de type 

II, mais les deux sont nécessaires à la transduction du signal59,60. Les spécificités de liaison des BMPs 

aux récepteurs de type I sont influencées par les récepteurs de type II présents à la membrane des 

cellules61. Ces deux types de récepteurs sont nécessaires à la transduction du signal. 

 

 

 

Figure 16 : Structure de la BMP2 (vert) avec les épitopes ("wrist" et "knuckle") interagissant avec les 

récepteurs BMPR-IA (marron) et BMPR–II (bleu). (Zhao et al.61) 
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L’interaction de la BMP2 aux récepteurs BMPR-IA et BMPR-II, entraine leur activation par 

phosphorylation croisée après dimérisation du récepteur57,62. BMPR-II phosphoryle BMPR-IA sur les 

résidus sérine/thréonine62. L’activation de ces récepteurs entraine le recrutement des protéines de la 

famille smad (smads 1/5/8) qui interagissent avec les résidus phosphorylés (Figure 17). Une fois activé, 

le complexe smads 1/5/8 interagit avec smad 4, ce qui entraine la translocation du complexe dans le 

noyau pour activer l’expression de gènes cibles, tels que Runx2 et osterix (osx) (Figure 17)57,62. Ces deux 

facteurs régulent l’expression de protéines de maturation des ostéoblastes, telles que la phosphatase 

alcaline (Alkaline Phosphatase, ALP)57,62. À ce moment, on désigne ces cellules comme des 

préostéoblastes. Les BMPs peuvent également induire un signal SMAD-indépendant via les « mitogen 

activated kinases » (MAPK) : Erk (extracellular signal regulated kinase), JNK (Jun N-terminal kinase) ou 

p38 (p38 MAPK), qui interviennent dans l’expression de gènes ostéogéniques63. Ces différentes voies 

de signalisation sont impliquées dans la prolifération et la différenciation des CSMs en os ou en 

cartilage64. 

 

 

Figure 17 : Voies de signalisation activées en aval du récepteur BMPR en réponse à la BMP2 dans la 

régulation de la différenciation des CSMs en ostéoblastes. La liaison des BMPs à ses récepteurs (-I et 

-II) active la phosphorylation des protéines Smad 1/5/8, qui se lient ensuite à Smad4 et se déplacent 
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peuvent être soit greffés chimiquement de façon covalente, ou soit adsorbés physiquement à la 

surface du matériau.  

Les protéines de la MEC peuvent également être incorporées à l’intérieur de la matrice du 

biomatériau pour améliorer ses propriétés biologique et mécanique, telles que les hydrogels à partir 

de polymères naturels (ex. alginate, chitosane) ou synthétiques66,69. Les hydrogels sont généralement 

utilisés pour contrôler la libération de biomolécules et de drogues thérapeutiques pour des 

applications en ingénierie tissulaire et pour étudier, par exemple, le processus de morphogénèse69. En 

revanche, leur utilisation est limitée par leurs faibles propriétés mécaniques. Des hydrogels protéiques 

sont généralement obtenus à partir de protéines de la MEC purifiées par décellularisation de tissus à 

l’aide de détergents comme le SDS (dodécyl sulfate de sodium)69. Cette technique consiste à éliminer 

les cellules des tissus tout en préservant la structure et la composition des protéines de la MEC. 

Certains de ces hydrogels sont commercialisés pour des applications biomédicales (ex. Biotène®, par 

GlaxoSmithKline)70 et pour des études fondamentales, tels que la croissance cellulaire (ex. 

Matrigel™)71. 

 

Collagène	

Le collagène est utilisé pour diverses applications en ingénierie tissulaire et est le plus souvent 

isolé à partir de l’os, de la peau et des tendons, en général obtenu depuis le bœuf ou le porc72. Le 

collagène de type I est généralement utilisé dans le développement de biomatériaux à base de 

collagène72. Le collagène est biocompatible et présente une faible réaction inflammatoire de l’hôte. En 

revanche, son extraction et sa purification sous forme pure, nécessitent des coûts très élevés66,72. De 

plus, il a une tendance à se dégrader rapidement et son utilisation reste limitée en raison de ses 

propriétés mécaniques. Pour ces raisons, il est souvent utilisé pour mettre au point des polymères 

naturels ou synthétiques biodégradables72. Il est également combiné à d’autres polymères pour 

obtenir des biomatériaux biocompatibles et mécaniquement stables pour des applications en 

ingénierie tissulaire. Par exemple, les collagènes de types I et IV ont été utilisés sur des substrats à base 

de gel en polyacrylamide présentant différentes rigidités pour diriger la différenciation des CSMs en 

myoblastes ou en ostéoblastes73.  

Le collagène de type I est également utilisé dans la conception d’hydrogels et dans le 

traitement des plaies cutanées, par exemple74. Les fibrilles de collagène peuvent s’auto-assembler à 

pH neutre en fibres (12 à 120 µm de diamètre) et former un hydrogel par réticulation en milieu 

aqueux75,76. 



Fibronectine	

La fonctionnalisation de surface par la fibronectine permet d’améliorer l’adhérence, la 

migration et la prolifération des cellules77. Celle-ci est généralement isolée et purifiée à partir de 

sérums d’animaux77. Elle est présente dans les milieux de culture supplémentés aux sérums pour 

permettre l’adhérence et la croissance des cellules en culture in vitro77. La fibronectine peut être 

adsorbée physiquement ou immobilisée à la surface du matériau pour augmenter l’interaction des 

cellules à la surface. L’homogénéité de la fibronectine à la surface du matériau peut être affectée en 

présence de fibronectine plasmatique présente dans le milieu de culture, du fait de l’effet Vroman67,77. 

De plus, l’interaction des cellules avec la fibronectine est limitée par l’accessibilité de ses sites 

d’interaction aux intégrines et par sa stabilité à la surface du matériau77,78. Il a été montré par exemple, 

que le flux de liquide physiologique peut altérer l’homogénéité d’une couche de fibronectine adsorbée 

ou greffée78. La technique de fonctionnalisation doit donc être choisie selon l’application souhaitée et 

le type de matériau utilisé. La fibronectine est aussi utilisée en tant que substrat de culture pour 

étudier la migration des cellules cancéreuses en recherche fondamentale, dans le contexte de la 

dissémination métastatique79. 

La fibronectine est également utilisée dans la fonctionnalisation d’hydrogel. Le plus souvent, 

la fibronectine est couplée à d’autres protéines bioactives et à des facteurs de croissance pour réguler 

un processus cellulaire spécifique. Elle a été utilisée par exemple dans des hydrogels avec de la fibrine, 

du fibrinogène, de l’héparine et avec la BMP-2 pour stimuler la différenciation des cellules précurseurs 

d’ostéoblastes (MC3T3-E1) en ostéoblastes80. Ce système d’hydrogel favorise la libération de la BMP-

2 pour la régénération osseuse grâce à la lyse de la fibrine par la plasmine (peptidase). 

 

Laminines	

Dans les tests in vitro, les laminines sont utilisées pour fonctionnaliser les surfaces de culture 

et pour favoriser la prolifération et la différenciation des cellules66,73. La combinaison avec d’autres 

protéines bioactives permet de stimuler des fonctions cellulaires de façon synergique. Par exemple, la 

co-immobilisation de la laminine et de la fibronectine sur des substrats en acrylate de polyuréthane, 

stimule de manière synergique la différenciation myogénique des cellules de myoblastes (C2C12), par 

rapport à l’immobilisation d’une seule de ces protéines81.  

Les laminines sont également utilisées dans la fonctionnalisation d’hydrogels pour diriger le 

comportement cellulaire. Par exemple, les laminines ont été greffées sur des hydrogels à base de 

polyacrylamide avec différentes rigidités pour mimer la différenciation des cellules du muscle73.  
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Protéines	osseuses	morphogénétiques	(BMPs)	

 Les BMPs sont utilisées dans des applications, telles que l’ingénierie tissulaire, pour la 

régénération de l’os et la réparation des défauts osseux à l’aide de biomatériaux dans le traitement 

des maladies touchant l’os55. La BMP-2 et la BMP-7 ont été les deux BMPs autorisées par la FDA (Food 

and Drug Administration) pour des utilisations cliniques de régénération osseuse82-84.  

 La BMP-2 humaine recombinante (rhBMP-2) associée au collagène, est utilisée pour traiter les 

fractures tibiales et stimuler la fusion vertébrale82-84. Tandis que la BMP-7 humaine recombinante 

(rhBMP-7), commercialisée sous le nom de OP-1 Putty, est utilisée pour la fusion de la colonne 

lombaire et le traitement des fractures osseuses82-84. La BMP-2 a également été utilisée pour 

fonctionnaliser la surface de microsphères à base de silicium par immobilisation chimique et covalente, 

pour des applications de reconstruction osseuse85.  

 

C. Limites	des	biomatériaux	à	base	de	protéines	de	la	MEC	

 
Cependant, le développement de biomatériaux basés sur des protéines entières de la MEC 

peut entrainer certaines complications. Tout d’abord, ces protéines sont difficiles à obtenir (éthique, 

méthodes de purification complexes, coût élevé)86,87. Leur origine est, la plupart du temps, exogène, 

ce qui peut avoir des conséquences sur la réponse immunitaire si un matériau est destiné à être 

implanté, ce qui nécessite en plus une administration en antibiotique chez des patients86,87. De plus, 

les protéines sont sensibles à la dégradation protéolytique, ce qui est susceptible d’étendre la réponse 

immunitaire et de diminuer les interactions avec les cellules86,87. Enfin, l’accessibilité des sites de liaison 

aux récepteurs cellulaires des protéines dépend de leur orientation, que ce soit par adsorption 

physique ou par immobilisation covalente. L’autre alternative est la fonctionnalisation de surface par 

des peptides bioactifs dérivés de protéines de la MEC (fibronectine, laminine, etc.)66. 

 

II. Peptides	 bioactifs	 dérivés	 de	 protéines	 de	 la	 MEC	 pour	 diriger	 le	

comportement	cellulaire	
 

La caractérisation des domaines d’interaction des protéines de la MEC a permis le 

développement de peptides dérivés de celles-ci pour diriger le comportement cellulaire88. En effet, au 

sein des tissus, les cellules interagissent avec des ligands peptidiques au niveau des protéines 

matricielles via leurs récepteurs cellulaires à l’échelle nanométrique. Les protéines matricielles 

présentent des domaines de liaisons cellulaires spécifiques composés généralement de moins de 50 

acides aminés92. Une séquence composée d’au moins deux acides aminés est considérée comme un 



peptide92. L’interaction des cellules avec ces séquences peptidiques est médiée principalement par les 

intégrines qui participent à la régulation de la plupart des fonctions cellulaires. 

Dans cette partie, nous discuterons des divers peptides exploités dans les biomatériaux 

(fonctionnalisation de surfaces et hydrogels), en tant que systèmes pour améliorer le ciblage de 

récepteurs cellulaires et pour mimer les interactions cellule – MEC à l’échelle nanométrique. 

 

A. Fonctionnalisation	 de	 biomatériaux	 avec	 des	 peptides	 bioactifs	 reconnus	 par	 les	

intégrines		

 
Ces dernières années, les motifs d’adhésions aux intégrines du collagène, de la fibronectine et 

de la laminine ont été identifiés pour développer des peptides bioactifs destinés à diverses 

applications, telles que la biothérapie pour cibler des cellules88. Ils permettent de stimuler des 

fonctions cellulaires en ciblant spécifiquement des récepteurs membranaires. Ils ont également une 

faible immunogénicité, comparés aux protéines entières89. Ces domaines bioactifs courts sont bien 

définis et peuvent être facilement synthétisés chimiquement89. De plus, grâce aux avancées dans le 

domaine de synthèse de peptides ces vingt dernières années, ont permis de faire chuter leur coût de 

production et d’améliorer leur accessibilité, ce qui donne les moyens d’optimiser leur efficacité et leur 

stabilité90. Ces caractéristiques spécifiques leur ont valu un grand intérêt dans la conception et la 

fonctionnalisation de biomatériaux. Ils peuvent être soit adsorbés à la surface du matériau ou soit 

greffés chimiquement de façon covalente94.  

L’utilisation de peptides présentent plusieurs avantages, tels que leur synthèse à faible coût, 

ce qui facilite leur utilisation dans les procédés industriels par exemple94. De plus, leur bioactivité est 

maintenue après stérilisation, une étape qui en général dénature les protéines94.  

 

1. Peptides	d’adhésion	dérivés	de	la	fibronectine	

Divers peptides dérivés de protéines de la MEC sont utilisés comme substrats pour diriger le 

comportement cellulaire. Quelques exemples de leur utilisation seront présentés ci-après. 

 

Tripeptide	Argine-Glycine-Acide	aspartique	(RGD)	

Le tripeptide arginine-glycine-acide aspartique (RGD) est l'un des peptides les plus étudiés 

pour favoriser l'adhérence cellulaire et l'ostéo-intégration91,97. Les sites RGD sont présents sur de 

nombreuses protéines de la MEC, telles que la fibronectine (Figure 18), la vitronectine, l’ostéopontine, 

la sialoprotéine osseuse, le fibrinogène et dans certains types de collagène, reconnues par diverses 

intégrines92. Le site RGD est reconnu par plus d’une dizaine d’intégrines, telles que les intégrines αvβ1, 
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αvβ3, et α5β1
93. Le peptide RGD dérivé de la fibronectine est présent sur celle-ci dans le domaine FNIII9-

10 (Figure 18)96.  

 

 

 
Figure 18: Les différents domaines d'interaction de la fibronectine aux intégrines et aux protéines 

de la MEC96. 

 

Plusieurs peptides contenant la séquence RGD ont été élaborés avec des structures variables. 

En dehors du contexte protéique, le peptide RGD n’a qu’une très faible activité qui est nettement 

améliorée en ajoutant des acides aminés à ses extrémités : RGD (inactif) < RGD-NH2 < RGDS < 

GRGDSP94. De plus, les résidus adjacents améliorent la flexibilité du peptide et la sélectivité des 

récepteurs94. 

Les peptides RGD ont été utilisés pour fonctionnaliser par exemple des polymères 

synthétiques, tels que le diacrylate de polyéthylène glycol (PEGDA), pour contrôler l’adhérence et 

l’étalement des cellules95. Les peptides RGD peuvent être également combinés à des facteurs de 

croissance pour stimuler une fonction cellulaire spécifique. Par exemple, il a été montré que la 

fonctionnalisation de surface par les peptides RGD combinés à la BMP-2 augmente de façon synergique 

le degré d’engagement des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse humaine 

(hBMSC) vers le lignage ostéoblastique99. 

L’ajout de peptides RGD à des hydrogels en association avec des facteurs de croissance s’est 

révélé efficace dans le domaine de l’ingénierie tissulaire102-104. Les peptides RGD ont été largement 

utilisés dans la fonctionnalisation d’hydrogels combinés à des facteurs de croissance, pour la 

régénération osseuse102,104. Des hydrogels d’alginate composés à 0,5% de peptides RGD ont été 



élaborés pour cultiver des cellules en 3D105. L’ajout de peptides RGD induit la différenciation et le 

développement de cellules souches embryonnaires humaines en tissus composant la rétine105.  

Le peptide RGD fait partie des peptides d’adhésion clés dans la fonctionnalisation d’un 

biomatériau, bien qu’il convienne de l’associer à d’autres molécules spécifiques du tissu ou de l’organe 

à réparer ou à remplacer.  

 

2. Peptides	d’adhésion	dérivés	des	laminines	

 

YIGSR	et	IKVAV	

D’autres peptides sont également utilisés pour fonctionnaliser la surface de matériaux pour la 

culture cellulaire, tels que les peptides YIGSR et IKVAV dérivés de la laminine. Ces séquences sont 

dérivées respectivement de la longue chaîne α1 et de la courte chaîne β1 de la laminine (Figure 19)106. 

Ils sont utilisés pour fonctionnaliser la surface de matériaux (ex. implants, hydrogels, matrices) pour 

l'adhérence, la prolifération et la différenciation cellulaire107,108. 

 

 

Figure 19 : Structure des différentes chaînes α1, β1 et γ1 composants la laminine et les domaines 

d’interaction avec les intégrines. (A) La chaine α contient un domaine globulaire (LG) à son extrémité 

C- terminale. Elle concentre les régions principales d’interaction avec les récepteurs cellulaires 

(intégrines α6β1, α6β4, α3β1, α7β1). L’extrémité N-terminale contient différents domaines globulaires (LG) 

capables d’interagir également avec des intégrines. (B) Représentation schématique de la laminine-111 

et positionnement des peptides bioactifs RGD, IKVAV et YIGSR dérivés de cette protéine (adapté de 

Domogatskaya et al.106). 

 
Le peptide IKVAV est impliqué dans différentes activités biologiques, telles que l’adhérence 

cellulaire et la différenciation des cellules souches neurales in vitro, l’angiogenèse, la production de 

collagénase IV et la croissance tumorale. Ce peptide est reconnu par les cellules comme un épitope 
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bioactif de la laminine109,110. Le peptide KVAV interagit de façon spécifique aux cellules neurales PC12 

au niveau de la sous unité intégrine β1 et favorise leur adhérence et leur différenciation sur des films 

de polymères conducteurs mimant la membrane cellulaire109,111.  

L’adhérence des cellules au peptide YIGSR est principalement médiée par une interaction avec 

les intégrines α6β1 et α4β1
112. Le peptide YIGSR est impliqué dans l’adhérence des cellules endothéliales 

du cordon ombilical (HUVECs)113. De plus, lorsqu’il est combiné au peptide RGD, les cellules adhèrent 

et prolifèrent davantage, montrant un effet synergique entre les deux peptides113.  

Les peptides YIGSR et IKVAV sont également connus pour s’autoassembler en diverses structures, 

telles que les nanofibres et les nanotubes dans des conditions environnementales spécifiques115. En 

contrôlant les conditions environnementales, telles que la polarité du solvant, le pH et la nature des 

liaisons chimiques, les autoassemblages peuvent être contrôlés115. Par exemple, les peptides YIGSR et 

IKVAV ont été modifiés chimiquement pour former des autoassemblages en gel supramoléculaire et 

en jouant sur la polarité du solvant115,116. Ils ont été incorporés dans des hydrogels pour promouvoir la 

différenciation neuronale115,116. 

 

3. Peptides	d’adhésion	dérivés	du	collagène	

 
Il existe 28 types de collagène mis en évidence en fonction de leur organisation et de leur 

fonction. Ceci a permis le développement de différents peptides dérivés des différents types de 

collagène88. Par exemple, les peptides dérivés du collagène de type I, DGEA et GFOGER, ont été étudiés 

dans l’ingénierie des tissus osseux117. L’incorporation des peptides DGEA dans des hydrogels stimule la 

différenciation des cellules souches mésenchymateuses humaines117. Les peptides GFOGER incorporés 

dans des polymères synthétiques stimulent la différenciation des ostéoblastes et la formation 

osseuse118. D’autres peptides dérivés du collagène I, tels que FPGER, sont utilisés pour promouvoir la 

migration et la prolifération des kératinocytes et des fibroblastes cutanés dans des hydrogels lors de 

test in vitro119.  

 

4. Peptides	dérivés	des	BMPs	

 
Des épitopes dérivés des BMP-2, 6 et 7 ont été mis en évidence et utilisés dans des applications 

en ingénierie tissulaire. Ces peptides proviennent principalement de la BMP-2 et de la BMP-7120. Par 

exemple, l’épitope « KPSSAPTQLN » dérivé de la BMP-7, a été utilisé pour développer des hydrogels 

avec des propriétés anti-inflammatoires et anti-apoptotique121.  



Des peptides dérivés de la BMP-2 ont montré des propriétés ostéogéniques lors de tests in 

vitro et in vivo. Le peptide « KIPKASSVPTELSAISTLYL » dérivé de l’épitope court de la BMP-2 (résidus 73 

à 92) et qui se lie au récepteur BMPR-II, a été utilisé dans des hydrogels pour promouvoir la 

différenciation des hMSCs en ostéoblastes122. Ce peptide a également été utilisé pour fonctionnaliser 

des implants de titane et pour induire l’expression d’ALP dans un modèle de préostéoblastes murin 

MC3T3123.  

 

5. Effet	synergique	des	peptides	

 

RGD	et	peptides	dérivés	de	la	laminine	(YIGSR	et	IKVAV)	

L'interaction de la laminine avec d'autres protéines de la MEC via leurs trois bras plus courts, 

module la prolifération et la différenciation cellulaire. Parmi ces interactions, il a été montré que la 

fibronectine et la laminine modulent le comportement cellulaire. Par exemple, la fonctionnalisation de 

surfaces par les peptides RGD et IKVAV influence le potentiel d’adhésion et de différenciation des 

cellules hMSCs de façon synergique, par l’interaction avec différentes intégrines spécifiques112.  

Des surfaces en silicone fonctionnalisées de façon covalente avec les peptides RGD et YIGSR 

favorisent l’adhérence des myocytes, de façon comparable à la fibronectine et à la laminine128. De plus, 

il a été démontré que la co-immobilisation de la laminine et de la fibronectine a un effet synergique 

sur la différenciation des C2C12 en myoblastes81. Les peptides YIGSR et RGD dérivés de celles-ci, ont 

été utilisés pour induire l'adhérence et la différenciation myogénique des C2C12, cultivées sur du 

PDMS plat et rainuré114.  

Ceci montre l’importance de développer des biomatériaux fonctionnalisés avec différents 

peptides pour induire une fonction cellulaire spécifique (Tableau 1), notamment pour le traitement 

des maladies liées au muscle squelettique.  

 

RGD	et	BMP2	pour	stimuler	la	différenciation	ostéogénique	

La synergie entre les peptides BMP-2 et RGD a également été étudiée. Plusieurs études ont pu 

montrer que les peptides présentés ensemble à la surface de substrats de culture avaient un effet 

synergique sur l’ostéogenèse124,125. De plus, cette synergie a été observée en présence de protéines 

entières de la rhBMP2 et de la fibronectine aux cellules126. 
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Fonction  Source  Peptide/Épitope  

Adhérence cellulaire  Fibronectine  RGDS, PHSRN 

Fibronectine, laminine  RGDS, IKVAV, YIGSR 

Fibronectine, laminine  RGDS, REDV, IKVAV, YIGSR 

Fibronectine, laminine  FRGDF, DIKVAV 

Laminine  IKVAV, YIGSR 

Fibronectine, cadhérine  RGD, HAVDIGGGK 

Fibronectine  FNIII9-10 + FNIII12-14 

Fibronectine, laminine, collagène  GRGDSP, YIGSR, TAGSCLRKFST 

Fibronectine, tenascine-C  RGD, Tenascine-C 

Adhérence 

cellulaire/Facteurs 

de croissance  

Marrow homing-, heparin-binding motif, 

fibronectin  

SKPPGTSS + FHRRIKA + PRGDSGYRGDS 

Fibronectine, VEGF  GPRGDSGYRGDS + KLTWQELYQLKYKGI 

Fibronectine, BMP-2  GGRGDS + KIPKASSVPTELS-AISTLYL 

Fibronectine, vitronectine, laminine, IGF-

1  

(GRGDSP)4K + FRHRNRKGY + IKVAV, IGF-1 

Fibronectine, collagène, VEGF  RGDS + DGEA + SVVYGLR 

Laminine, BDNF  IKVAV + RGIDKRHWNSQ 

Facteurs de 

croissance 

NGF, BDNF  CTDIKGKCTGACDGKQC + RGIDKRHWNSQ 

VEGF, BDNF  KLTWQELYQLKYKGI + RGIDKRHWNSQ 

D’autres 

combinaisons  

Fibronectine, MMP-2-cleavable  RGDS + LRG 

RGD + TPGPQGIAGQ 

Fibronectine, stathérine  RGDS + DDDEEKFLRRIGRFG 

Fibronectine, hydroxyapatite  RGDS + REDV + HAP 

Entactine/nidogène, vitronectine, vWF, 

nétrine-1, fibronectine, collagène I/IX, 

fibrinogène, ostéopontine, 

thrombospondine, tenascine-C, 

laminines, MMP-1, -2, -3, -7, -9, -13, -14.  

RGD + QWRDTWAR + PHSRN-RGD + GFOGER + 

GPR + SVVYLR + YSMKKTTM + VTCG + DGEA + 

AEIDGIEL + IKVAV + LRE + YIGSR + LRG + 

IPESLRAG + GPLGLWAR + VPLSLYSG + 

VPLSLTMG + RPFSMIMG + SGESPAYYTA + 

VPMSMRGG 

Collagène I, IV, XVIII, laminine α, 

laminine β, thrombospondine, tenascine-

C, périostine, nidogène, fibuline  

DGEA + FYFDLR + IVRRADRAAVP + IKVAV + 

YIGSR + VTCG + EIDGIEL + ALMKYHILNTLQCSE 

+ RGD + IPVSLRSG + RPFSMIMG + VPLSLYSG + 

VPLSLTMG + IPESLRAG  
 

Tableau 1 : Séquences de peptides/épitopes avec des effets synergiques. BDNF, facteur 

neurotrophique dérivé du cerveau ; BMP, protéine morphogénétique osseuse ; IGF, facteur de 

croissance de type insuline ; MMP, métalloprotéinase de la matrice ; NGF, facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire ; vWF, facteur de von Willebrand. (Ligorio et Mata88) 

 

B. Limites	des	biomatériaux	à	base	de	peptides	bioactifs	

 
L’utilisation de peptides bioactifs à la surface de matériaux peut présenter certaines limites. 

Tout d’abord, il est difficile de contrôler la distribution spatiale ou l'orientation des peptides à l'échelle 

nanométrique et de maintenir leur solubilité à la surface des matériaux, que ce soit par greffage 

chimique ou adsorption physique. De plus, au sein de la MEC, les peptides bioactifs des protéines sont 

distribués de manière complexe en trois dimensions à l’échelle nanométrique, ce qui rend difficile 

l’introduction uniforme de peptides sur des surfaces 2D129. Par ailleurs, la plupart des voies de 



signalisation impliquées dans les réponses cellulaires, sont régulées par les intégrines, qui s’activent 

en formant des clusters après leurs interactions avec divers peptides de la MEC11,12. Il est donc crucial 

de développer un système permettant de contrôler la densité, la distribution et l’orientation des 

peptides pour améliorer l’interaction avec les intégrines et renforcer leur regroupement (clustering), 

et ainsi stimuler diverses réponses cellulaires. 

 

Des architectures protéiques bien définies peuvent aider à résoudre ces problèmes. Des 

recherches récentes s'appuient sur le détournement de protéines de capside de divers virus pour créer 

des autoassemblages moléculaires à l'échelle nanométrique bien organisés et bien définis (Virus-Like 

Particles, VLPs)130. Bien que ces technologies aient été largement utilisées pour le développement de 

vaccins ou de systèmes d’administration de médicaments, elles n’ont pas encore été employées dans 

le domaine des biomatériaux. Nous nous sommes donc intéressés à l’utilisation des VLPs comme 

plateformes de présentation de peptides bioactifs à l’échelle nanométrique, reconnus par les cellules. 

Le prochain chapitre, sera consacré aux VLPs. Tout d’abord, nous évoquerons l’origine 

évolutive des virus qui ont inspiré leur développement. Nous décrirons ensuite les caractéristiques et 

les différentes types de VLPs produites dans les systèmes d’expression hétérologue, ainsi que leurs 

mécanismes d’autoassemblage. Pour finir, nous discuterons des méthodes de fonctionnalisation des 

VLPs, ainsi que les techniques de purification et de caractérisation nécessaires à leurs applications 

biomédicales.  
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Chapitre	2	:	Les	particules	pseudo-virales	

(VLPs)	en	tant	que	plateformes	de	présentation	

de	peptides	bioactifs.	
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et 12 sommets, chaque sommet reliant 5 faces (Figure 25)161. Les capsides icosaédriques se présentent 

sous différentes formes selon leur taille et leur complexité, ces deux paramètres étant bien 

représentés par le nombre de triangulations T131,161. Le nombre T est un paramètre pratique pour 

décrire grossièrement la capside et évaluer le nombre de monomères qu’elle peut contenir131,161.  

Les capsides T=1, les plus simples, sont constituées de 60 sous-unités capsomériques réparties 

dans 12 pentamères (12 x 5 = 60)131,161 (Figure 25), comme celui du virus de la mosaïque satellite du 

tabac163. Les capsides T=2, comme celle du bactériophage φ6164, contiennent 120 sous-unités, tandis 

que les capsides T=3, plus complexes, comme celles du phage Acetinobacter AP205, et du poliovirus 

en comportent environ 180153. La manipulation de ces valeurs permet de modifier le diamètre de la 

VLP et le nombre d’interactions de ses sous-unités, en combinant des approches de modélisation et 

d’ingénierie moléculaire. Par exemple, la protéine matricielle M2 du virus de la grippe joue un rôle 

crucial dans l’assemblage des VLPs185. En modifiant la longueur de sa région transmembranaire, il est 

possible de moduler le diamètre des VLPs. De plus, l’introduction de mutations dans la région 

cytosolique de M2 peut influencer les interactions protéiques au sein de la particule, améliorant ainsi 

sa stabilité et sa morphologie.  

 

 

Figure 25 : Les principes de la symétrie icosaédrique et des nombres de triangulation (T) dans les 

capsides virales. (a) organisation des pentamères et des hexamères dans une capside de structure 

icosaédrique. Les unités de sous-assemblage sont numérotées pour montrer la disposition des 

capsomères. (b) projection en deux dimensions avec les hexamères en gris et les pentamères en rouge, 

qui se regroupent pour former une structure icosaédrique. (c) diagramme des nombres de 

triangulation, illustrant les différentes configurations possibles pour les capsides virales (T=1, T=3, T=4 
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la production de VLPs à grande échelle dans des systèmes d’expression hétérologue. Une fois 

produites, les VLPs sont purifiées pour éliminer les impuretés et les contaminants provenant de la 

cellule hôte dans laquelle elles ont été produites. La dernière étape permet de s’assurer de la stabilité 

et de l’efficacité du produit final. Ces différentes étapes jouent un rôle crucial dans l’efficacité de leur 

utilisation en tant que vaccins ou vecteurs thérapeutiques, et seront détaillées par la suite. 

 

1. Les	méthodes	de	fonctionnalisation	des	VLPs	:	génétique	ou	chimique	

 
La modification génétique ou chimique de la protéine virale pour l’assemblage des VLPs, offre 

de nombreuses possibilités de constructions dans le développement de vaccins et de thérapies167. Les 

VLPs possèdent trois interfaces disponibles à la modification chimique ou génétique : externe, entre 

les sous-unités et interne131. Cette dernière est utilisée pour encapsuler des molécules d’intérêt 

thérapeutique, telles que des enzymes, des gènes et des agents d’imagerie131,168. La modification de la 

surface externe des VLPs peut être réalisée avec des approches chimiques (covalentes et/ou non 

covalentes) et génétiques131 (Figure 27). La Figure 27 illustre les différentes approches utilisées pour 

fonctionnaliser la surface externe et interne des VLPs, avec quelques exemples de ligands utilisés.  

Les modifications chimiques impliquent l’altération post-traductionnelle des protéines virales 

après leur production131,167. Celles-ci incluent les modifications covalentes (cross-linking) où les acides 

aminés comme l’acide aspartique, la lysine et la cystéine créent des liaisons covalentes avec des ligands 

peptidiques à la surface des VLPs. Les modifications covalentes permettent d’améliorer l’intégrité et 

la stabilité des VLPs. Ensuite, dans le cas des modifications non covalentes, des molécules, telles que 

les fluorophores, les polysaccharides ou les ligands thérapeutiques sont ajoutées par greffage 

chimique131. Puis, on retrouve les glycosylations qui permettent l’ajout de chaînes de sucres aux 

protéines, ce qui modifie l’immunogénicité et la stabilité des VLPs131.  

Enfin, la dernière approche utilisée dans la fonctionnalisation de la surface des VLPs est la 

modification génétique par des techniques de clonage moléculaire131,167. Ces modifications peuvent 

être réalisées en introduisant des séquences d’ADN qui codent pour des épitopes antigéniques, des 

ligands ou des protéines fluorescentes aux extrémités N- et C- ter131,167. Cette méthode permet 

d’introduire des éléments fonctionnels à la surface des VLPs pour améliorer le ciblage cellulaire et leur 

polyvalence en tant que plateformes vaccinales166,167. Les capsides peuvent également être modifiées 

par mutagenèse dirigée ou être synthétisées pour améliorer leur stabilité et leur immunogénicité131,167. 
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bactériennes sont adaptées pour permettre la production de VLPs solubles170,171. La température et la 

composition du milieu de culture peuvent influencer l’assemblage des VLPs (ex. VLPs issues des 

densovirus IHHNV170 et du bactériophage Qβ171).  

La production de VLPs dans les bactéries peut être également obtenue par co-expression de 

deux gènes à partir d’un seul vecteur d’expression172. Divers vaccins à base de VLPs produits à l’aide 

de ce système ont fait l’objet d’essais cliniques contre des maladies infectieuses, tels que le vaccin 

contre l’hépatite E (Hecolinâ)173. Cependant, lorsque la production de VLPs nécessite des PTMs, les 

systèmes eucaryotes sont utilisés.  

 

Levures 

Différentes espèces de levures ont été utilisées pour produire certaines VLPs, telles que les 

VLP-HBV chez Hansenula polymorpha qui ont conduit à la production de vaccins151,167,169. Les cellules 

de levure, en particulier celles dérivées des souches de Pichia et Hansenula, sont plus compliquées que 

les systèmes bactériens151,167. En effet, les vecteurs d’expression doivent d’abord être préparés et 

sélectionnés dans des bactéries avant d’être introduits dans les cellules de levure pour obtenir des 

levures recombinantes stables avec un transgène intégré au génome151,167. Les cellules de levure 

transformées avec le gène d’expression peuvent atteindre des densités élevées avant que la protéine 

recombinante ne soit induite151,167. Un modèle de levure robuste et rentable pour la production de 

VLPs enveloppées a été établi par Wetzel et al.175. 

L’avantage de ce système est la production de VLPs recombinantes avec des PTMs, telles que 

la glycosylation ou la phosphorylation. Ceci a conduit à la production de vaccins à base de VLPs de 

l’hépatite B174. Les levures représentent également une alternative pour se séparer des endotoxines 

bactériennes lors du développement de vaccins à base de VLPs. Cependant, dans le cas des VLPs 

enveloppées, telles que celles dérivées du VIH-2, les cellules de levure (ex. souche S. cerevisiae) ne 

permettent pas la multimérisation de la protéine Gag en VLPs176.  

Des rendements plus faibles et une non-homogénéité de l’architecture de la VLP finale peuvent 

survenir en raison de la dégradation par les protéases dans les levures151,167. Ces limitations peuvent 

être évitées avec d’autres systèmes d’expression, tels que les baculovirus et insectes.  

 

Insectes et baculovirus 

 Lorsque l’expression de plusieurs protéines est requise, les systèmes baculovirus/cellules 

d’insectes sont choisis en tant que systèmes de production polyvalents151,167. Ces systèmes sont 

largement utilisés pour la production de VLPs en laboratoire ou à l’échelle industrielle. Des baculovirus 



recombinants contenant le ou les gènes codant pour les protéines d'intérêt sont utilisés pour infecter 

des cellules d'insectes préalablement cultivées à la concentration souhaitée151,167. Pour obtenir des 

VLPs qui contiennent plus d’une protéine structurelle, les cellules d’insectes sont infectées par 

plusieurs baculovirus monocistroniques différents (co-infection) ou un seul ARN polycistronique (co-

expression)151,167. Ces stratégies permettent d’identifier les protéines nécessaires à la formation de 

VLPs, telles que celles dérivées du virus de l’herpès HSV177 et du virus de la grippe178,179. De plus, ces 

systèmes peuvent produire des niveaux élevés d’expression combinés à des PTMs de protéines 

complexes, ce qui peut être crucial pour l’autoassemblage de certaines VLPs dans les applications 

biomédicales180.  

En revanche, l’une des principales limites de ces systèmes est la contamination des protéines 

recombinantes par les baculovirus enveloppés. 

 

Cellules de mammifères 

 Les cellules de mammifères sont le système d'expression le mieux adapté pour reproduire la 

conformation des virus, lorsque des PTMs complexes et des glycosylations sont nécessaires151,167,169. 

Divers modèles cellulaires de mammifères peuvent être utilisés, tels que le myélome murin (Sp2/0, 

NS0), l'ovaire de hamster chinois (CHO) et les fibroblastes de rein de hamster (BHK-21)182,183. 

L’utilisation de ce système permet la production de VLPs avec une membrane lipidique similaire à celle 

de l’hôte du virus 184. Ce système a été largement utilisé pour la production de VLPs en laboratoire ou 

à grande échelle pour le développement de vaccins. Cela a permis la production de VLPs enveloppées 

hybrides et complexes avec plusieurs protéines structurelles et des glycoprotéines185. Hsin et al. ont 

développé des VLPs dérivées du virus MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome coronavirus) en 

utilisant les cellules Huh7 comme système d'expression pour comprendre le mécanisme d'infection de 

ce virus186. Dans une autre étude, des VLPs dérivées des virus de l’influenza A et B ont été produites 

par transfection transitoire dans des lignées cellulaires Vero (cellules épithéliales rénales), 293 T 

(cellules rénales embryonnaires) ou CHO-K1 (ovaire de hamster chinois), afin d’évaluer leur potentiel 

immunogène chez la souris184. 

En revanche, les coûts de production élevés et le faible rendement sont les principaux 

inconvénients de ce système d’expression.  

 

Plantes 

Enfin, les plantes, l’un des systèmes les plus utilisés pour produire des protéines 

recombinantes ou des médicaments biologiques187, présentent plusieurs avantages pour la production 

de vaccins à base de VLPs. Les plantes peuvent générer des quantités importantes de protéines 
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recombinantes à grande échelle et à faible coût, sans nécessiter d’installations de fermentation 

coûteuses151,167,169. Elles possèdent également les machines cellulaires nécessaires pour effectuer des 

PTMs pour le bon repliement et assemblage des protéines187. 

Contrairement aux systèmes procaryotes, les plantes ont la capacité d’effectuer la N- 

glycosylation187. Elles présentent également un faible risque d’introduction d’agents pathogènes 

humains151,167. Grâce à ces avantages, les plantes ont été utilisées pour produire des vaccins à base de 

VLPs, telles que celles dérivées du Norovirus humain (NoV)188. 

 

 

Figure 28 : Les différents systèmes d’expression hétérologue pour la production de VLPs. 

Comparaison des plateformes d’expression pour la production de VLPs, en fonction de l’assemblage des 

VLPs (enveloppées ou non) et de la présence de modifications post-traductionnelles (PTMs). Cette 

classification montre les avantages et les limites de chaque système pour la production de VLPs selon 

le type d’assemblage et les PTMs. 

 

3. Purification 

 
Une fois produites, les VLPs sont purifiées pour éliminer les impuretés et les contaminants 

provenant de la cellule hôte dans laquelle elles ont été produites pour les applications en aval151,167,169. 
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De plus, le développement de nouvelles générations de microscopes électroniques a permis de 

déchiffrer la structure de plusieurs particules virales à haute résolution grâce à la Cryo-EM, telles que 

celle du virus HPV190. 

 La diffusion dynamique de la lumière (DLS) ou de diffusion quasi-élastique (QELS) permet de 

mesurer la taille hydrodynamique de macromolécules soumises au mouvement brownien dans une 

solution191. Cette technique est non destructive et permet d’étudier la distribution de la taille des NPs, 

de détecter les changements conformationnels des acides nucléiques. Pour les VLPs, le DLS s’est révélé 

être une méthode simple pour analyser leur taille et leur tendance à s'agréger151,167. En combinaison 

avec d’autres approches de caractérisation, telles que la dichroïsme circulaire (CD)193, le DLS permet 

de vérifier la stabilité des VLPs, comme celles dérivées du virus Norwalk (NV), sous différentes 

températures et conditions de pH192. 

Le DLS est également utilisé pour déterminer le potentiel zêta (ζ) des VLPs167. Le signe du 

potentiel ζ renseigne sur la nature et l’intensité de la charge de surface des particules191. Un potentiel 

ζ élevé en valeur absolue (positif ou négatif) indique une forte répulsion électrostatique entre les 

particules. Cette répulsion s’oppose aux forces d’attraction et tend à empêcher les particules de 

s’agglomérer. L’agglomération des VLPs peut compromettre leur activité biologique ou rendre difficile 

leur formulation167. Cette valeur peut être modulée par la fonctionnalisation de la surface de la 

VLP151,167.  

 

E. Applications	biotechnologiques	

 
Bien que les vaccins traditionnels à base de virus atténués ou inactivés aient montré leur 

efficacité, certains présentent des limites en termes d’immunogénicité134,169. Les récentes épidémies 

(ex. COVID-19) ont ainsi accéléré le développement de nouvelles stratégies vaccinales, notamment, les 

vaccins à ARNm, ADN et vecteurs viraux.  

Les VLPs constituent une alternative prometteuse, offrant plusieurs avantages par rapport aux 

vaccins conventionnels134,169. La présentation répétée d’épitopes antigéniques à leur surface renforce 

leur immunogénicité, ce qui permet d’activer une réponse immunitaire plus robuste134,169. 

Dans cette partie, nous discuterons des vaccins à base de VLPs approuvés actuellement par les 

sites officiels du médicament et de la santé : FDA, EMA (European Medicines Agency), WHO (World 

Health Organisation) et ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicaments). Nous aborderons 

ensuite les vaccins à base de VLPs en cours d’essai clinique pour les maladies infectieuses et les cancers, 

ainsi que ceux utilisés pour la délivrance de drogues thérapeutiques.  



La plupart des capsides virales utilisées en biotechnologie mesurent entre 20 et 200 nm de 

diamètre131,134. La taille et la géométrie de la capside virale ont une influence sur la taille du 

médicament à encapsuler ainsi que le nombre de peptides ou d’épitopes à afficher pour l’application 

biotechnologique134. Ces paramètres peuvent influencer, par exemple, la réponse des lymphocytes B 

et le potentiel immunogène des antigènes présentés à la surface des VLPs134. 

La Figure 29 illustre les applications actuelles des VLPs, notamment les vaccins anti-infectieux 

commercialisés et en développement, ainsi que les vaccins anti-cancéreux et les VLPs pour la 

délivrance de médicaments thérapeutiques en cours de développement. Ces informations ont été 

recueillies à partir des sites officiels sur les médicaments et la santé, cités précédemment, et 

représentées sous forme de diagrammes circulaires. 

 

 
 

Figure 29 : Diagrammes circulaires illustrant les différentes applications des VLPs en pourcentage, 

recueillies à partir des sites officiels de la santé et des médicaments (FDA, EMA, WHO et ANSM). 
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Vaccins	à	base	de	VLPs	

En 1986, le vaccin contre l’hépatite B (RECOMBIVAX HB) devient le premier vaccin humain à 

base de VLPs autorisé sur le marché par la FDA194. Il est formulé à partir d’un autoassemblage de 

l’antigène HBsAg en particules de 22 nm. D’autres vaccins ont suivi, tels que le Gardasilâ en 2006 et le 

Cervarixâ en 2009 contre le papillomavirus humain (HPV)195. Ils permettent de protéger contre deux 

types principaux de virus (HPV 16 et 18) reconnus pour causer près de 70 % des cancers du col de 

l’utérus195. Depuis, de nombreux autres vaccins à base de VLPs ont été mis sur le marché (environ 15%) 

ou sont en cours d’études cliniques (environ 15%) (Figure 29).  

Parmi les vaccins à base de VLPs en cours de développement, 43% sont contre le virus HPV, 

19% ciblent le virus Influenza, 18% visent la malaria, 8% sont destinés à la maladie d’Alzheimer et 6% 

sont contre le COVID-19 (Figure 29)134,196,197.  

 

Les VLPs sont également développées pour présenter des antigènes spécifiques pour cibler des 

cellules cancéreuses. De nombreux vaccins anti-cancéreux à base de VLPs sont en cours d’essais 

cliniques. C’est le cas, par exemple, d’un vaccin utilisant les VLPs du virus de la parvovirose canine 

(CPV) pour cibler les cellules cancéreuses exprimant le récepteur de transferrine (TFR) à leur surface198. 

On dénombre actuellement 30% de vaccins à base de VLPs contre le cancer du sein et 20% contre le 

cancer pancréatique et le cancer cervical (Figure 29)199,200. 

 

VLPs	pour	la	délivrance	de	drogues	thérapeutiques	

Les VLPs peuvent également être utilisées pour encapsuler des molécules thérapeutiques, 

telles que les médicaments et les agents de chimiothérapie. Par exemple, les VLPs issues du phage MS2 

ont été utilisées pour délivrer des siRNA et des chimiothérapeutiques (doxorubicine, cisplatine) dans 

le traitement du carcinome hépatocellulaire et du carcinome épidermoïde humain201. En plus de leurs 

applications en thérapie, les VLPs peuvent également être utilisées en imagerie moléculaire202. En les 

couplant à des fluorophores, il est possible de visualiser leur localisation au sein des cellules et des 

tissus, offrant ainsi un outil pour étudier les processus biologiques202 (Figure 30). 

 



 

Figure 30 : VLPs en tant que plateformes de diagnostic et pour les applications théranostiques. 
(Shukla et al.202) 

 

II. Le	couplage	SpyCatcher	:	SpyTag	pour	la	conception	de	vaccins	et	d’hydrogel	

 
Zakeri et al. ont développé un nouveau système pour coupler des peptides antigéniques à la 

surface des VLPs, basé sur l’interaction covalente entre la VLP d’AP205 SpyCatcher et les peptides 

SpyTag234. Ce système permet de concevoir des vaccins à base de VLPs SpyCatcher qui expriment des 

peptides antigéniques fusionnés à des SpyTag par simple réaction chimique. Cette méthode permet 

de s’affranchir des modifications génétiques pour produire des VLPs hétéromériques, ce qui pourrait 

perturber leur autoassemblage dans les systèmes d’expression hétérologue.  

 

1. La	VLP	d’AP205	SpyCatcher	en	tant	que	plateforme	de	vaccination	

 
La VLP d’AP205 peut être utilisée avec le système de couplage SpyCatcher : SpyTag. Ce système 

est issu du domaine CnaB2 de la protéine de liaison à la fibronectine FbaB extraite de Streptococcus 

pyogenes (Figure 31)234. Les 13 derniers acides aminés du domaine CnaB2 correspondent au SpyTag 

(SpyT), contenant un résidu aspartate, et les résidus restants de ce domaine correspondent à 

SpyCatcher (SpyC), constitué d’un résidu lysine (Figure 31)234. Les résidus aspartate et lysine réagissent 

pour former spontanément une liaison covalente isopeptidique rapide, stable (entre 4°C et 17°C) et 

cytocompatible. Le couplage SpyC : SpyT permet l’élaboration de VLPs dont chaque monomère est 

fusionné à la protéine SpyC (134 aa) (SpyC- AP205), sans modifier sa capacité à s’autoassembler203. De 

ce fait, elles peuvent être fusionnées à plusieurs peptides différents couplés aux SpyT par interaction 

isopeptidique, sans ajout de réactifs ou de catalyseurs additionnels. L’équipe initiatrice du système 
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SpyC : SpyT a également mis au point des variantes, telles que SpyCatcher002 : SpyTag002, qui sont 

plus stables aux changements de conditions de température, de pH et de tampons204.  

 

 
 
Figure 31 : Système SpyCatcher : SpyTag. Ce système est issu du domaine CnaB2 de la protéine de 

liaison à la fibronectine extraite de Streptococcus pyogenes. Les 13 derniers acides aminés de ce 

domaine correspondent au SpyTag, avec un résidu aspartate, et les résidus restants correspondent à 

SpyCatcher constitué d’un résidu lysine. Ces résidus peuvent interagir ensemble pour former 

spontanément une liaison covalente isopeptidique. (Zakeri et al.234) 

 

2. Système	SpyCatcher	:	SpyTag	pour	la	conception	de	vaccins	

 
Ce système a fait ses preuves, par exemple, dans le cas de l’immunisation de souris avec 

l’antigène peptidique Pfs25 contre le parasite responsable du paludisme205. Des travaux ont confronté 

trois techniques de présentation de ce peptide par AP205 (chimique, génétique et via SpyT)206,208. 

L’utilisation du couple protéine/peptide via SpyT, induit une réponse plus importante et plus 

qualitative comparée aux deux autres méthodes. Plus récemment, des équipes ont développé des 

vaccins contre le SARS-CoV-2 grâce à la même technique207. Les VLPs d’AP205 SpyCatcher sont des 

plateformes versatiles qui offrent une solution prometteuse pour le développement de vaccins. Tous 

ces travaux montrent que les VLPs d’AP205 peuvent être employées comme plateformes modulaires 

pour la présentation de différents peptides.  

 

3. Système	SpyCatcher	:	SpyTag	pour	la	formation	d’hydrogels		

 
Le système SpyC : SpyT peut aussi être utilisé en tant que couple de réticulation pour la 

formation d’hydrogels. Des hydrogels hétéro-polymériques ont été conçus à base d’acide hyaluronique 



et d’élastine (ELP) dont la gélification se produit en quelques minutes grâce aux liaisons SpyC : SpyT209. 

L’élastine recombinante utilisée est basée sur une chaine de polypeptides (VPGXG), connue pour 

conférer une élasticité et une organisation similaires à celles de l’élastine naturelle209. Ce couple SpyC : 

SpyT a permis de relier des domaines globulaires (GB1 et FNIII) à des protéines élastomères pour 

former des hydrogels stables encapsulant des fibroblastes210. Des cellules souches embryonnaires ont 

pu être cultivées dans des hydrogels 3D à base d’ELP, dont les polypeptides se polymérisent grâce au 

système SpyC : SpyT au centre et/ou aux extrémités de l’ELP211.  

Ce système de couplage lié aux VLPs et à la formation d’hydrogels est très prometteur et offre 

de vastes perspectives pour des applications dans le domaine de la vaccination et des biomatériaux. 

 

Cependant, malgré les nombreuses applications des VLPs décrites, leur utilisation reste encore 

très limitée dans le domaine des biomatériaux. Nous avons envisagé une application consistant à 

mimer les interactions cellules-MEC à l’échelle nanométrique grâce à la structure des VLPs et à les 

combiner avec les systèmes SpyC : SpyT pour la conception de biomatériaux multifonctionnels.  

  



   
 

81 
 

Objectif	de	la	thèse	
 

Ce projet vise à développer des VLPs en tant que plateformes de signalisation pour diriger le 

comportement cellulaire à la surface des matériaux. L’objectif est de concevoir des particules 

présentant les peptides bioactifs RGD, YIGSR et BMP2, dont leur bioactivité est bien documentée dans 

la littérature, comme décrit précédemment. Un des principaux intérêts de ce projet est de développer 

des VLPs hétéromériques co-exprimant les peptides RGD et BMP2, ou RGD et YIGSR, afin d’évaluer leur 

synergie respective sur la différenciation ostéogénique et myogénique des cellules C2C12.  

A ce jour, les VLPs ne sont pas encore exploitées dans le domaine des biomatériaux. L’un des 

volets principaux de cette thèse est d’utiliser ces VLPs comme plateformes de signalisation pour 

fonctionnaliser des matériaux et ainsi mimer les interactions cellule-MEC à l’échelle nanométrique. 

L’utilisation de cette technologie pourrait ouvrir de nouvelles perspectives pour la conception de 

biomatériaux fonctionnels. 

Les principaux défis résident dans la production reproductible de VLPs fonctionnalisées et le 

contrôle de la densité et de la stœchiométrie des peptides bioactifs à leur surface. Il est en effet difficile 

de produire, par des moyens génétiques, des VLPs présentant plus de deux peptides différents ou des 

protéines entières et complexes à leur surface, telles que la rh-BMP2. Un contrôle optimal de la 

présentation de différents peptides est essentiel pour induire des réponses cellulaires spécifiques. 

Pour surmonter ces limites, nous avons alors exploré la possibilité d’associer de manière 

covalente des peptides bioactifs à la surface des VLPs grâce au système SpyCatcher : SpyTag, 

permettant un contrôle de leur stœchiométrie. Ce système pourrait être exploité pour étudier la 

synergie entre différents peptides dans des fonctions cellulaires spécifiques. Il permettrait également 

de concevoir des biomatériaux multifonctionnels, notamment pour des applications en régénération 

tissulaire et en nanomédecine. 

 

 

 

  



Matériels	&	Méthodes		

 

I. Production	de	plasmides	recombinants		
 

A. Matériel	
 

1. Micro-organismes	

 
Les souches bactériennes utilisées pour l’amplification de plasmides ou les productions de 

protéines recombinantes proviennent de l’espèce Escherichia coli (E.coli). La souche E.coli TOP10 (One 

ShotÔ TOP10, Invitrogen) est optimisée pour le clonage moléculaire. Celle-ci permet une réplication 

stable d’un nombre élevé de copies de plasmides nécessaire à la réalisation de clonages moléculaires. 

La souche E.coli BL21 (One ShotÔ BL21 StarÔ DE3, Invitrogen) permet une expression élevée de 

protéines recombinantes, basée sur le promoteur T7, et contient un génotype qui favorise une stabilité 

élevée de l’ARNm (Tableau 2).  

 
Nom de la souche Génotype 

One ShotÔ TOP10 F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 

araD139 Δ( araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

 

One ShotÔ BL21 StarÔ DE3 F– ompT HSDSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3) 

 

Tableau 2 : Génotype des souches E. coli. 

 

2. Vecteurs	

 
Les vecteurs pET-15b (Addgene ID : GSP 1663) et pETDuet-1 (Addgene ID : GSP 3131) ont été 

utilisés dans nos travaux pour le clonage et l’amplification de séquences d’ADN d’intérêt. Ces 

plasmides possèdent un gène de résistance à l’ampicilline (AmpR) (Figure 32).  

Le plasmide pET-15b utilisé contient un promoteur T7, une région multiple de clonage (MCS), 

un site de clivage à la thrombine et une séquence codant une étiquette 6-histidines (6-his) en aval du 

site de clonage.  

Le plasmide petDuet-1 est utilisé pour la co-expression de deux gènes d’intérêt. Ce plasmide 

possède deux MCS (MCS1 et MCS2) et chacune est précédée d’un promoteur T7, d’un opérateur lac et 

d’un site de liaison au ribosome. Le site MCS1 inclut une étiquette 6-his en aval de ce site de clonage. 
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Figure 32 : Vecteurs utilisés pour le clonage moléculaire. (A) Les vecteurs pET-15b permettent un 

clonage rapide des produits de ligation d’intérêt par PCR. (B) Les vecteurs pETDuet-1 permettent 

l’insertion de deux gènes d’intérêt par ligation en deux étapes. 

 

3. Oligonucléotides	utilisés	pour	le	clonage	des	protéines	AP205		

a) Particules	homomériques	(pET-15b)	

Clonage d’AP205-RGD dans pET-15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_His-

AP205 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCGAACAAACCGATG
CAGC  

38 bp 76°C 66% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

RGD-

BamH1 

GTTAGCAGCCGGATCCTTATTTCGGGCTATCGCCG
CGGCCGCCGCTGCCCGCGGTGGTATCGCTGCTCA
C  

 

70 bp 

 

83°C 

 

67% 

Clonage d’AP205-YIGSR dans pET-15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_His-

AP205 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCGAACAAACCGATG
CAGC  

38 bp 76°C 66% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

YIGSR-

BamH1 

GTTAGCAGCCGGATCCTTACCCGTAACCGCGGCT
GCCAATATAGCCGCTGCCCGCGGTGGTATCGCTG
C  

 

69 bp 

 

81°C 

 

64% 

Clonage d’AP205-BMP2 dans pET-15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_His-

AP205 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCGAACAAACCGATG
CAGC  

38 bp 76°C 66% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

BMP2-

BamH1 

GTTAGCAGCCGGATCCTTACAGATACAGGGTGCT
AATCGCGGACAATTCCGTCGGCACACTGAGGCTT
TTGGGATTTTGCCGCTGCCCGCGGTGGTATCGCT
GCTCAC 

 

109 bp 

 

81°C 

 

58% 



Clonage d’AP205-SpyCatcher dans pET-15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_His-

AP205 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCGAACAAACCG
ATGCAGC  

38 bp 79°C 66% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

SpyCatcher- 

BamH1 

GTAATCGCCGCTGCCCGCGGTGGTATCGCTGC
TCAC  

36 bp 78°C 66% 

 

Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisés pour le clonage des variants AP205 dans pET-15b par 

PCR. 

 

b) Particules	hétéromériques	(pETDuet-1)	
 

Clonage d’AP205-RGD dans pETDuet-1 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_His-

AP205 

CATCACCACAGCCAGATGGCGAACAAACCGAT
GCAGC  

37 bp 71°C 57% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

RGD-

BamH1 

GCTCGAATTCGGATCTTATTTCGGGCTATCGCC
GCGGCCGCCGCTGCCCGCGGTGGTATCGCTGC
TCAC 

 

69 bp 

 

82°C 

 

65% 

Clonage de HA-AP205-BMP2 dans pETDuet-1 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_HA-

AP205 

AGAAGGAGATATACAATGTATCCGTATGATGT
GCCGGATTATGCGGGCAGCGGCGGCAGCGGC
ATGGCGAACAAACCGATGC  

 

82 bp 

 

79°C 

 

55% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

BMP2-

EcoRV 

CAAATTGAGATCTGCTTACAGATACAGGGTGCT
AATCGCGGACAATTCCGTCGGCACACTCGAGG
CTTTTGGGATTTTGCCGCTGCCCGCGGTGGTAT
CGCTGCTCAC  

 

108 bp 

 

80°C 

 

55% 

Clonage de HA-AP205-YIGSR dans pETDuet-1 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_HA-

AP205 

AGAAGGAGATATACATATGTACCCATACGATGT
TCCAGATTACGCTGGCAGCGGCGCGAACAAAC
CGATGCA 

 

73 bp 

 

75°C 

 

49% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

YIGSR-

EcoRV 

GCGTGGCCGGCCGATATCCAATTGAGATCTGCT
TACCCGTAACCGCGGCTGCCAATATAGCCGCCG
CTGCC 

 

71 bp 

 

80°C 

 

62% 

 

Tableau 4 : Liste des oligonucléotides utilisés pour le clonage des variants AP205 dans pETDuet-1 

par PCR. 
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4. Oligonucléotides	utilisés	pour	le	clonage	des	protéines	SpyTag-ligands	
 

Clonage de SpyT-ELP-RGD dans pET15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_ 

SpyTag 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCATATTGTCATGG
TTGATGC 

42 bp 74°C 59% 

Anti- 

sens 

(3’) 

BamHI

_RGD-

ELP 

GTTAGCAGCCGGATCCTCTTATTTCGGGCTATCGCC
GCGGCCGCCGCTGCCGTCGAGCAGCCCGCCCGGC
ACG 

 

73 bp 

 

85°C 

 

71% 

Clonage de SpyT-ELP-YIGSR dans pET15b 

Amorces Séquence Longueur  Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_ 

SpyTag 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCATATTGTCATGG
TTGATGC 

42 bp 74°C 59% 

Anti- 

sens 

(3’) 

BamHI_ 

YIGSR-

ELP 

CTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCTTATTACCCGTAAC
CGCGGCTGCCAATATAGCCGCCGCTGCCGTCGAGC
AGCCCGC 

 

78 bp 

 

81°C 

 

61% 

Clonage de SpyT-ELP-IKVAV dans pET15b 

Amorces Séquence Longueur  Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_ 

SpyTag 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCATATTGTCATGG
TTGATGC 

42 bp 74°C 59% 

Anti- 

sens 

(3’) 

BamHI_I

KVAV-

ELP 

CTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCTTATTAAACCGCCA
CTTTAATGCCGCTGCCGTCGAGCAGCCCGCCCGGC
ACG 

 

74 bp 

 

80°C 

 

59% 

Clonage de SpyT-ELP-COL-I dans pET15b 

Amorces Séquence Longueur  Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_ 

SpyTag 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCATATTGTCATGG
TTGATGC 

42 bp 74°C 59% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

BamHI_

COLI-ELP 

CTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCttattaGCGTTCGCC
GGGCAGGCCGCCGCTGCCGTCGAGCAGCCCGCCC
GG 

 

73 bp 

 

83°C 

 

68% 

Clonage de SpyT-rhBMP2 dans pET15b 

Amorces Séquence Longueur Tm % GC 

Sens 

(5’) 

NdeI_ 

SpyTag 

GCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCATATTGTTATGG
TGGATGCGTATAAAGGTGGGGGCGGCGGTGGTGG
AGGCCAAGCCAAACACAAACAGCGGAAAC 

 

98 bp 

 

78°C 

 

59% 

Anti- 

Sens 

(3’) 

BamHI_r

hBMP2 

GTTAGCAGCCGGATCCCTAGCGACACCCACAACCC
TCCACAAC 

 

43 bp 

 

73°C 

 

60% 

 

Tableau 5 : Liste des oligonucléotides pour le clonage des SpyTag-ligands dans pET-15b par PCR. 

 
 



B. Méthodes	
 

1. Clonage	moléculaire	
 

a) Conception	des	plasmides	recombinants	et	des	amorces	
 

Particules	AP205	

Le logiciel Benchling a été utilisé pour le design des plasmides et la sélection des amorces 

utilisées pour les réactions de PCR, à l’aide de l’outil « Molecular Biology ».   

Le gène AP205 a été synthétisé avec une optimisation de bases pour une expression dans E.coli, et 

a été inséré dans le vecteur pET15b. Le vecteur pET15b contenant la séquence codante pour AP205 a 

été utilisé comme matrice pour le design des variants AP205. L’optimisation de bases permet d’adapter 

les codons d’ADN ou d’ARN pour correspondre aux préférences codonales de l’organisme hôte. 

Les séquences codantes pour les peptides RGD, YIGSR et BMP2 ont été fusionnées en amont 

du gène AP205 avec séparation par un polypeptide GSG (Glycine-Serine-Glycine) dans le vecteur 

pET15b. Le polypeptide GSG est utilisée pour ses propriétés flexibles et pour séparer deux domaines 

fonctionnels dans une protéine recombinante. 

Les variants AP205 co-exprimés dans le vecteur pETDuet-1 ont été modifiés à la fois en N- et 

en C-terminal. Des séquences codantes l’étiquette HA et le peptide YIGSR ou BMP2 ont été fusionnées 

respectivement en aval et en amont du gène AP205 au niveau du site MCS2. L’étiquette HA est une 

courte séquence dérivée de l’hémagglutinine du virus de la grippe, utilisée pour la détection et la 

purification des protéines recombinantes. 

Environ 15 paires de bases des plasmides pET15b et pETDuet ont été ajoutées aux extrémités 

5’ des amorces sens et 3’ des amorces antisens pour permettre la recombinaison directionnelle des 

inserts d’intérêt. La recombinaison directionnelle repose sur l’utilisation de deux enzymes de 

restriction différentes pour générer des extrémités cohésives compatibles avec celles du vecteur. Cela 

permet l’insertion et l’orientation correctes du fragment d’intérêt dans le vecteur. 

Les séquences d’acides aminés d’AP205 fusionnés aux peptides d’intérêt sont répertoriées 

dans le Tableau 6. Les séquences ont été optimisées en traduction inverse pour une expression en E. 

coli.  
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Variants 
AP205 

Plasmide 
d’expression 

Séquence d’acides aminés  
Rouge : 6-his, violet : HA, vert : polypepxde GSG 

Poids moléculaire 
du variant AP205 

 
6-his-AP205 

 
pET-15b 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYK
RPAPKPEGCADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAE
WETHKRNVDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTA 
 

 
16 172 Da 

 
6-his-AP205-

RGD 

 
pET-15b 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYK
RPAPKPEGCADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAE
WETHKRNVDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSG
GRGDSPK 

 

 
17 071 Da 

 
6-his-AP205-

BMP2 

 
pET-15b 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYK
RPAPKPEGCADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAE
WETHKRNVDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSGK

IPKASSVPTELSAISTLYL 

 

 
18 473 Da 

 
6-his-AP205-

YIGSR 

 
pET-15b 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYK
RPAPKPEGCADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAE
WETHKRNVDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSG
GYIGSRGYG 

 

 
16 960 Da 

6-his-AP205-
RGD 

pETDuet-1 MGSSHHHHHHSQMANKPMQPITSTANKIVWSDPTRL
STTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYKRPAPKPEG
CADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAEWETHKRN
VDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSGGRGDSPK 
 

16 308 Da 

 
HA-AP205-

BMP2 

 
pETDuet-1 

MYPYDVPDYAGSGANKPMQPITSTANKIVWSDPTRLST
TFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYKRPAPKPEGC
ADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAEWETHKRNV
DTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSGKIPKASSVPT

ELSAISTLYL 

 

 
17 596 Da 

 
HA-AP205-

YIGSR 

 
pETDuet-1 

MYPYDVPDYAGSGANKPMQPITSTANKIVWSDPTRLST
TFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYKRPAPKPEGC
ADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAEWETHKRNV
DTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSGGYIGSRGYG 

 

 
16 406 Da 

6-his-AP205-
SpyCatcher 

pET-15b MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQRVKVGIAELNNVSGQYVSVYK
RPAPKPEGCADACVIMPNENQSIRTVISGSAENLATLKAE
WETHKRNVDTLFASGNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSG
DYDIPTTENLYFQGAMVTTLSGLSGEQGPSGDMTTEED

SATHIKFSKRDEDGRELAGATMELRDCSGKTISTWISDG

HVKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATPIEFTVNEDGQ

VTVDGEATEGDAHTGSSGS 

 
 

30 732 Da 

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des séquences d’acides aminés des variants AP205. 



 
Peptide  Séquence d’acides aminés Description 

RGD GRGDSPK Dérivé du site RGD de la fibronectine 

YIGSR GYIGSRGYG Dérivé de la courte chaîne β1 de la laminine 

BMP2 KIPKASSVPTELSAISTLYL Dérivé de l’épitope de la rh-BMP2 (résidus 73 à 92) 

6x His-tag HHHHHH Étiquette de purification 

HA-tag YPYDVPDYA Dérivé de l’hémagglutine de la grippe humaine  

 

Tableau 7 : Description des peptides exprimés à la surface des VLPs. 

 

Protéines	SpyTag-ligands	

 Les plasmides contenant les gènes codant pour les protéines SpyTag-ELP-ligand et les amorces 

spécifiques ont été établis à partir de la matrice pQE80L-SpyTag-ELP-SpyTag (Addgene, référence : 

112634). Une courte séquence d’ADN d’environ 15 paires de bases de pET15b a été ajoutée à chaque 

extrémité en 5’ pour l’amorce sens et 3’ pour l’amorce antisens pour rendre possible la recombinaison 

directionnelle dans le plasmide. Les séquences d’acides aminés des SpyTag fusionnés aux peptides 

d’intérêt en C-terminal, sont répertoriées dans le tableau ci-dessous. Les séquences ont été optimisées 

en traduction inverse pour une expression en E. coli.  

 

SpyT-

ligands 

Séquence d’acides aminés Poids 

moléculaire 

DescripFon du 

pepFde 

SpyT-ELP-

RGD 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAHIVMVDAYKPTKLDGH(GVGVP)3 

GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4GEGVPGVGVPGVGELYAVTGRG 

RAPACSAPIATSVP(GVGVP)2GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4 

GEGVP(GVGVP)2GGLLDGSGGRGDSPK 
 

20 491 Da Dérivé du site 

RGD de la 

fibronecbne 

SpyT-ELP-

YIGSR 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAHIVMVDAYKPTKLDGH(GVGVP)3 

GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4GEGVPGVGVPGVGELYAVTGRG 

RAPACSAPIATSVP(GVGVP)2GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4 

GEGVP(GVGVP)2GGLLDGSGGYIGSRGYG 

 

20 704 Da Dérivé de la 

courte chaîne β1 

de la laminine  

 

SpyT-ELP-

IKVAV 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAHIVMVDAYKPTKLDGH(GVGVP)3 

GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4GEGVPGVGVPGVGELYAVTGRG 

RAPACSAPIATSVP(GVGVP)2GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4 

GEGVP(GVGVP)2GGLLDGSGIKVAV 
 

20 304 Da Dérivé de la 

longue chaîne α1 

de la laminine  

 

SpyT-ELP-

COL-I 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAHIVMVDAYKPTKLDGH(GVGVP)3 

GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4GEGVPGVGVPGVGELYAVTGRG 

RAPACSAPIATSVP(GVGVP)2GEGVP(GVGVP)4GEGVP(GVGVP)4 

GEGVP(GVGVP)2GGLLDGSGGLPGER 

 

20 403 Da Dérivé du 

collagène I 

SpyT-

rhBMP2 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAHIVMVDAYKGGGGGGGGQAKH 

KQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPL 

ADHLNSTNHAIVQTLVNSVNSKIPKACCVPTELSAISMLYLDENEKVVL

KNYQDMVVEGCGCR 

16 784 Da Dérivé de la rh-

BMP2 

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des séquences d’acides aminés des SpyT-ligands. 



   
 

89 
 

b) Amplification	des	gènes	d’intérêt	par	PCR	(Polymerase	Chain	Reaction)	

Pour amplifier les gènes d’intérêt à partir de la matrice et des amorces décrites 

précédemment, un volume final de 50 μL a été préparé dans de l’eau RNase free, contenant 1x final 

d’ADN polymérase (CloneAmp HiFi PCR Premix, Takara), 0,3 µM final d’amorces sens et antisens et 200 

ng de matrice plasmidique. Les mélanges réactionnels ont été incubés dans un thermocycleur T3000 

(Biometra T3000 Thermocycler, Labrepco) selon les indications du protocole d’utilisation de l’enzyme 

et la température d’hybridation des amorces au gène d’intérêt. Le programme comprend 10 secs de 

dénaturation de l’ADN à 98°C, ce qui permet d’activer l’ADN polymérase, suivit de 35 cycles 

comprenant 10 secs de dénaturation à 98°C et 15 secs d’hybridation. 

	

c) Digestion	des	plasmides	avec	les	enzymes	de	restriction	(linéarisation	des	plasmides)	

Pour la linéarisation des plasmides, nous avons utilisé des enzymes de restriction qui génèrent 

des fragments avec des extrémités cohésives sortantes (NdeI, BamHI et EcoRV). Les enzymes de 

restriction permettent de couper des fragments d’ADN au niveau d’une séquence de nucléotides 

spécifique, appelée site de restriction. 

Le plasmide pET15b a été digéré par NdeI et BamHI avec le kit Fast Digestion of DNA 

(ThermoFisher Scientific). Ces deux sites de restriction bordent le gène AP205 et SpyTag-ELP-ligand 

inclus dans pET15b (Figure 32).  

Le plasmide pETDuet-1 possède un seul site NdeI et un seul site EcoRV sur le second 

promoteur. Ces enzymes ont permis le clonage des gènes d’intérêt codant pour les variants AP205.  

Les digestions ont été réalisées dans un volume final de 20 µl contenant 1 µg de plasmide, 1 µl 

de chaque enzyme FastDigest, 2 µl de 10X FastDigest Buffer (Thermo Scientific) et 13,5 µl d’eau RNase 

free. Le mélange a été incubé à 37°C (température optimale d’activité des enzymes) pendant 10 min 

sur un bloc chauffant.  

 

d) Électrophorèse	sur	gel	d’agarose	et	extraction	d’ADN	

Un gel d’agarose (1,2%, TopVision Agarose Tablets, Thermo Scientific) a été réalisé pour 

vérifier la bonne digestion des plasmides et la bonne amplification des gènes d’intérêt. Pour permettre 

la visualisation des gènes sous rayons ultraviolets (UV), 5 µl d’intercalent d’ADN (SYBR Safe DNA gel 

stain, Invitrogen) a été ajouté à la solution d’agarose avant d’y être coulée dans un moule. Les 

échantillons contenant les plasmides linéarisés et les gènes d’intérêt amplifiés ont été homogénéisés 

avec 25% de tampon de charge (Gel Loading Buffer Tracklit, Invitrogen) avant d’être déposés dans les 

puits. Le marqueur de taille TrackIt™ 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) a été déposé dans une piste du 

gel. 



La migration des échantillons a été réalisée à 100 volts pendant 1h dans un tampon TAE 1X. Le 

gel est ensuite visualisé avec une révélation sous UV (ChemiDocÔ Touch, Bio-rad). Les bandes 

attendues correspondant aux amplicons d’intérêt et au plasmide digéré ont été découpées à l’aide 

d’un scalpel stérile. 

Les fragments d’ADN récupérés du gel ont été extraits et purifiés à l’aide du kit Gel Extraction 

QIAquick (QIAGEN), d’après les recommandations du fabricant.  

 

e) Ligation	des	gènes	d’intérêt	dans	un	plasmide	

Le plasmide linéarisé et le fragment d’ADN d’intérêt sont mélangés avec un ratio moléculaire 

de 2 inserts pour 1 vecteur, en vue d’une ligation enzymatique (plasmide recombinant). La 

recombinaison repose sur les 15 pb complémentaires au plasmide ajouté de part et d’autre du 

fragment. Ceux-ci permettent de joindre précisément le gène d’intérêt au plasmide.  

La réaction a lieu dans un volume final de 10 µl contenant 2 µl de 5X In-Fusion snap HD Enzyme 

Premix, 100 ng de plasmide linéarisé, 15 ng de fragments d’ADN (ratio 1 : 2) et de l’eau RNase free 

pour compléter, à l’aide du kit InFusion HD Cloning (Takara Bio). Le mélange est ensuite incubé pendant 

15 min à 50°C sur un bloc chauffant, puis déposé sur glace. 

 

f) Transformation	des	bactéries	compétentes	et	sélection	des	clones		

Les bactéries chimio-compétentes One Shot E. coli TOP10 commerciales ont été transformées 

avec les produits de recombinaison obtenus précédemment. Ces bactéries sont chimio-compétentes 

et sont donc capables d’intégrer les plasmides en réponse à un choc thermique, tout comme les 

bactéries E. coli BL21 utilisées pour la production de protéines (cf. voir page 93).  

Les bactéries sont d’abord décongelées sur glace au moins 15 min avant leur utilisation. 2,5 µl 

de produits de recombinaison sont ajoutés à 50 µl de bactéries TOP10. Le mélange est incubé 30 min 

sur glace pour laisser le temps au plasmide d’adhérer à la membrane des bactéries. Cette étape a 

notamment lieu grâce à la présence de cations Ca2+ dans le milieu, qui neutralisent la charge négative 

de l’ADN et favorisent le rapprochement avec la membrane bactérienne, également chargée 

négativement. Après incubation, un choc thermique est réalisé à 42°C pendant 45 secs, ce qui permet 

d’ouvrir les pores pour l’introduction des plasmides dans les bactéries. L’échantillon est 

immédiatement placé sur glace pendant 2 min. Ensuite, 500 µl de milieu LB (Lysogeny broth, Thermo 

Fischer Scientific) ou SOC (Super optimal medium, Thermo Fisher Scientific) préalablement préchauffé, 

est ajouté aux bactéries pour leur régénération pendant 1h à 37°C. Les bactéries sont ensemencées 

sur gélose, composée de Lysogeny Broth (LB) et d’agar supplémenté avec 100 µg/mL d’ampicilline, 

puis incubées pendant une nuit à 37°C. L’antibiotique permet de sélectionner les colonies (clones) qui 

ont intégré un plasmide et qui possèdent donc une résistance à l’ampicilline.  
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A partir de la gélose, 5 à 10 colonies isolées sont sélectionnées. Chaque colonie est incubée 

dans 3 ml de milieu de culture LB (10g de peptone 140, 5g de levure et 10g de chlorure de sodium par 

litre) supplémenté avec 100 µg/mL d’ampicilline pendant une nuit à 37°C sous agitation.  

 

g) Extraction	et	purification	des	plasmides	recombinants	

Après la culture des colonies bactériennes, les bactéries sont lysées pour extraire les plasmides 

à l’aide du kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific), selon le protocole du fabricant. La 

concentration des plasmides purifiés a été dosée au Nanodrop (Thermo Fishe Scientific).  

 

2. Analyse	des	plasmides	recombinants	
 

a) Sélection	et	criblage	des	clones	d’intérêt	par	PCR	

Une vérification de la transformation sur les clones bactériens purifiés, a été réalisée par PCR, 

en utilisant une amorce sens spécifique au plasmide en amont de l’insert (T7 promoteur) et une 

amorce antisens spécifique au gène d’intérêt (oligonucléotide utilisé pour le clonage). La préparation 

des mix PCR a été réalisée dans un volume final de 25 µl contenant 5 µl de tampon de réaction (5X 

MyTaq Reaction Buffer, Bioline™), 0,5 µl de chaque amorce à 20 µM et 0,5 µl d’ADN polymérase 

(MyTaq DNA Polymerase). Le mélange réactionnel a été incubé dans un thermocycleur programmé à 

35 cycles, dont un cycle comprend : 15 secs de dénaturation à 95°C, 15 secs d’hybridation des amorces 

à 50°C et 10 secs d’élongation de l’ADN à 72°C.  

Les produits de PCR ont été ensuite déposés sur gel d’agarose à 1,2% et migrés pendant 1h à 

100 volts, pour vérifier et sélectionner les clones qui possèdent un seul amplicon correspondant à la 

taille de celui de l’insert d’intérêt amplifié (contrôle positif).  

 

b) Séquençage		

Les clones positifs ayant intégré le gène d’intérêt et qui ont été préalablement purifiés par 

Miniprep, ont été sélectionnés pour la réalisation du séquençage. Les échantillons sélectionnés ont été 

envoyés à Eurofins Genomics EU Sequencing (Allemagne) pour le séquençage des inserts plasmidiques 

à l’aide de la méthode Sanger, afin de valider la séquence insérée dans le plasmide. Le séquençage est 

réalisé en utilisant l’amorce T7 promoteur en amont du gène d’intérêt en 5’ et l’amorce T7 terminal 

en aval du gène d’intérêt en 3’. 

Les résultats de séquençage obtenus ont été analysés avec le programme d’alignement de 

séquence MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) sur Benchling.  

 



II. Production	et	purification	des	protéines	recombinantes	
 

1. Expression	des	protéines	recombinantes	AP205	VLPs	et	SpyTag-ligands	

 
La souche BL21 a été transformée avec les plasmides obtenus précédemment. Cette souche 

permet l’expression des protéines recombinantes.  

Une colonie correspondant à chaque construction a été cultivée dans 1 ou 2 litres de milieu de 

culture LB supplémenté à 100 µg/mL d’ampicilline à 37°C, sous agitation (160 rpm) jusqu'à une DO600nm 

de 0,6-0,8. L'expression des protéines a été induite avec 1 mM d'Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

(IPTG, Sigma™). L’IPTG est un analogue non métabolisable du lactose, qui induit l’expression de gènes 

sous le contrôle de promoteurs lac opéron. Les cultures ont été incubées pendant 4-5 h à 37°C, sous 

agitation à 160 rpm. Après induction, les bactéries ont été récoltées par centrifugation à 4 000 rpm 

pendant 20 min (rotor JA10.5, Beckman Coulter) et ont été congelées à -20°C. 

 

2. Purification		
 

a) Purification	des	AP205	VLPs	

Les culots bactériens ont été mis en suspension dans un tampon de lyse contenant 50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl et 10 mM imidazole (pH 8) avec 1 mg/mL de lysozyme pendant 30 min sur 

glace. Les bactéries ont été lysées par sonication pendant 5 min à 125 watts (sonicateur Q500, 

Fisherbrand™). Le lysat bactérien a été incubé avec 5 µg/mL de DNase (Sigma™) et 10 µg/mL de RNase 

(Sigma™) pendant 15 min puis centrifugé pendant 25 min à 10k RCF à 4°C (rotor JA20, Beckam Coulter). 

Le surnageant contenant les protéines recombinantes a été filtré avec un filtre stérile de 0,45 µm 

(Whatman Puradisc).  

Pour les cultures d’un litre, les particules ont été purifiées par affinité sur une résine d'agarose 

Ni-NTA. Le surnageant a été incubé avec les billes d’agarose (25 µl de billes d’agarose par 250 µg de 

protéines his-taguées) pendant 1h à 4°C sous agitation. La suspension a été ensuite centrifugée à 500 

g pendant 5 min pour sédimenter les billes attachées aux protéines his-taguées. Les billes d’agarose 

sont ensuite rincées deux fois avec un tampon de lavage contenant 50 mM de NaH2PO4, 300 mM de 

NaCl, 20 mM d’imidazole à pH 8, puis centrifugé à 500 g pendant 5 min pour éliminer le surnageant 

contenant les protéines non spécifiques. Les protéines d’intérêt sont éluées par compétition avec de 

l'imidazole (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazole à 99% de pureté, pH 8). Cette technique 

est basée sur une interaction entre les ions métalliques de nickel (Ni2+) immobilisés sur le support de 

la résine d’agarose et les groupements histidines (donneur d’électron), par une liaison covalente via 

l’agent chélateur acide iminoacétique (IDA). La solution d’élution contenant une forte concentration 
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d’imidazole, permet de remplacer les protéines his-taguées sur les sites de liaison avec les métaux par 

l’imidazole. 

Pour les cultures de 2 litres, les particules AP205 ont été purifiées par chromatographie 

d’affinité (NGC, Bio-rad) en utilisant une colonne d’affinité IMAC Ni-NTA (EconoFit Profinity IMAC 5 ml, 

Bio-rad) basée sur le même principe expliqué précédemment. La colonne a été équilibrée dans un 

premier temps avec un tampon de lyse (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0) 

avec un débit de 2 ml/min, selon les recommandations du fournisseur. Le surnageant préalablement 

filtré avec un filtre 0,45 µm, a été appliqué à la colonne avec un débit de 2 ml/min, puis une étape de 

lavage de la colonne a été effectuée avec un tampon de lavage (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 

mM imidazole, pH 8.0). Les protéines d’intérêt ont été ensuite éluées avec un tampon d’élution 

contenant une forte concentration d’imidazole (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 M imidazole, pH 

8.0). Cette technique d’élution par compétition est souvent utilisée pour éluer une protéine d’intérêt 

étiquetée 6-his sans modifier les conditions physicochimiques du milieu. 

Les fractions éluées ont été dialysées en utilisant une membrane avec un cut-off de 3,5 kDa 

(G2 Slide-A-Lyzer™, Thermo Scientific™) dans du PBS 1X, afin d'éliminer l'imidazole. Les échantillons 

de protéines purifiées ont été congelés dans de l'azote liquide puis conservés à -80°C pour des analyses 

ultérieures.  

 

b) Purification	des	SpyTag-ligands	

Après la lyse bactérienne et la purification des SpyTag-ligands avec les billes d’agarose (cf. voir 

le protocole de purification des AP205 VLPs page 89), les protéines ont été éluées avec un tampon 

d’élution contenant 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole à pH 8. 

 

c) Purification	des	SpyT-rhBMP2	à	partir	des	corps	d’exclusion	
 

- Isolation des corps d’inclusion  

Après induction et centrifugation, le culot bactérien a été suspendu dans un tampon contenant 

20 mM de Tris-HCl (pH 8), 0,5 mM d’EDTA et 0,1 % de Triton X-100. Les bactéries ont ensuite été lysées 

par sonication 3 fois pendant 15 sec avec 30 sec d’intervalle à 125 watts (sonicateur Q500, 

Fisherbrand™). Après centrifugation à 1 000 rpm, le culot contenant les corps d’inclusion a été incubé 

dans un tampon de dénaturation contenant 20 mM de Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM de NaCl, 6 M d’urée 

et 5 mM de DTT à 4°C overnight sous agitation. Cette étape permet la dénaturation des corps 

d’inclusion contenant les SpyTag-rhBMP2. La solution est ensuite centrifugée à 15 000 rpm à 4°C pour 

récupérer le surnageant contenant les protéines solubles dénaturées. 

 



- Purification des SpyT-rhBMP2 en condition dénaturante 

Les protéines SpyTag-rhBMP2 ont été purifiées en utilisant les billes d’agarose Ni-NTA. Le 

surnageant a été incubé avec les billes d’agarose Ni-NTA (25 µl de billes d’agarose par 250 µg de 

protéines his-taguées) pendant 1h à 4°C sous agitation. Les SpyTag-rhBMP2 ont été élués avec un 

tampon d’élution contenant 20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 500 mM d'imidazole, 6 M d'urée et 5 mM 

DTT à pH 7,5.  

- Renaturation des SpyT-rhBMP2  

100 µl de l’élution des SpyT-rhBMP2 a été ajouté à 2 900 µl de tampon de renaturation 

contenant 55mM Tris, pH 8.2, 10.56 mM NaCl, 0.44 mM KCl, 550 mM de Guanidine HCl, 2.2 mM MgCl2, 

2.2 mM CaCl2, 550 mM L-Arginine et 1mM DTT. Le DTT empêche la formation de ponts disulfure 

incorrects entre les cystéines des protéines, maintenant leur structure. La L-Arginine agit en interférant 

avec les interactions non spécifiques entre les protéines, empêchant leur agrégation.  

La solution a été incubée à 4°C overnight sous agitation. La solution a été ensuite dialysée avec 

une cassette G2 Slide-A-LyzerTM de 3,5 kDa MWCO (Thermo ScientificTM) dans du PBS 1X, afin de retirer 

les agents réducteurs. La concentration des protéines purifiées a été dosée par MicroBCA selon les 

recommandations du fabricant.  

Des aliquots de chaque étape de purification ont été prélevés pour l’analyse par SDS-PAGE. 

 

III. Analyse	des	productions	de	protéines	recombinantes	
 

1. Analyse	des	protéines	recombinantes	par	SDS-PAGE	

Le SDS-PAGE a été utilisé pour séparer les protéines en fonction de la masse moléculaire de 

leur chaine polypeptidique. Cette technique nous a permis de déterminer la taille des protéines et 

d’analyser leur pureté. 

20 µl de chaque échantillon de protéine a été diluée avec du tampon Laemmli (6% (w/v) SDS, 

20% (v/v) glycérol, 10% (w/v) Bêta-Mercaptoethanol, 0,004% (w/v) bleu de bromophénol à pH 6.8, 125 

mM Tris-HCL) et ensuite incubés à 95°C pendant 10 min. Le SDS est un détergent anionique qui permet 

la dénaturation des protéines et le Bêta-Mercaptoétanol permet la réduction des ponts disulfure. 

Les échantillons ont été déposées sur un gel Mini-protean TGX Stain-Free Precast (Bio-Rad) et 

ont été séparées par électrophorèse. Le SDS-PAGE a été réalisé à 150 volts pendant 50 min. Les gels 

Stain-Free utilisés contiennent des composés fluorescents (trihalo) qui réagissent avec les 

tryptophanes des protéines et permettent de visualiser ces derniers par imagerie avec le système 

ChemiDoc™ (Bio-Rad).  

Pour les gels de Coomassie, les échantillons de protéines ont été déposés sur des gels 

commerciaux Mini-PROTEAN® TGX™ Precast (Bio-Rad) puis colorés avec la solution de coloration de 
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Coomassie Bio-Safe (Bio-Rad) conformément aux recommandations du fabricant. Le colorant 

Coomassie se lie aux résidus basiques et aromatiques des protéines, et permet ainsi de détecter les 

protéines dépourvues de résidu tryptophane. 

 

2. Analyse	des	particules	par	chromatographie	d’exclusion	stérique	

Les fractions éluées ont été purifiées par chromatographie d'exclusion stérique, en utilisant 

une colonne de 24 ml contenant une résine Sephacryl® 200-HR (Sigma™). La résine est constituée 

d’une matrice poreuse de particules sphériques (billes) permettant la séparation de molécules selon 

leur volume hydrodynamique. Les molécules dont la taille excède celle des pores de la résine sont 

exclues de la matrice (volume mort de la colonne). Les molécules de taille intermédiaire et inférieure 

pénètrent dans les pores, et sont éluées séquentiellement selon un gradient de taille décroissante.  

La colonne utilisée a un seuil de séparation entre 5 et 250 kDa. Toutes les molécules 

supérieures à 250 kDa sont exclues de la colonne et sont éluées dans les premières fractions. 500 μl 

d’échantillon ont été injectés à la colonne préalablement équilibrée avec un tampon PBS 1X (1 ml/min), 

selon les recommandations du fournisseur. Les protéines ont été éluées avec du PBS 1X à 1 ml/min. 

Pour comparer les pics d’exclusion des protéines d’intérêt, une gamme étalon de protéines de poids 

moléculaires connus a été appliquée à la colonne d’exclusion en suivant les mêmes étapes décrites 

précédemment. La gamme étalon contient 1 mg/ml de bleu de dextran (2 MDa), 1 mg/ml d’albumine 

(44 kDa) et 1 mg/ml de myoglobine (17 kDa) dilués dans du PBS 1X. 

 

3. Quantification	des	protéines	par	micro-BCA	

Le kit MicroBCA (Thermo Scientific™) a été utilisé conformément aux recommandations du 

fabricant. Une gamme standard de BSA de 5 μg/mL à 1 mg/mL a été utilisée. Pour chaque échantillon 

et pour la gamme de BSA, un mélange de 50 µL de protéines purifiées après dialyse et 150 µL de réactif 

ont été incubés pendant 30 min à 37°C. L'absorbance du composé violet a ensuite été mesurée à 570 

nm par un lecteur de microplaques Multiskan™ (Thermo Scientific™) et comparée à la gamme 

standard. 

 

4. Analyse	de	la	taille	des	particules	par	la	technique	de	Diffusion	Dynamique	de	la	Lumière		

Les particules purifiées ont été diluées dans du PBS 1X à la concentration de 0,1 mg/ml et 

filtrées avec un filtre de 1 µm avant d'être chargées dans une cuvette. Les mesures ont été effectuées 

avec un angle de 173° en triplicat technique à 25°C et un temps d'équilibrage de 60 secs (Zetasizer 

Nano ZS, Malvern Panalytical). Le diamètre estimé des VLPs et le pourcentage de polydispersité ont 

été analysés avec le logiciel ZS XPLORER. 



5. Analyse	des	particules	par	microscopie	électronique	à	transmission	

Les particules purifiées (5 µl) ont été adsorbées sur des grilles de microscopie électronique en 

carbone/formvar pendant 10 minutes à température ambiante. Les grilles ont été rincées 3 fois avec 

de l'eau pure et ont été colorées avec une solution d'acétate d'uranyle à 2% pendant 1 min à 

température ambiante. L'excès de suspension a été absorbé avec un papier filtre sur le côté de la grille. 

Les échantillons ont ensuite été observés avec un microscope électronique à transmission (JEOL, ARM-

200F). 

 

6. Adsorption	des	VLPs	sur	les	surfaces	de	culture	PDMS	

Le PDMS liquide et l'agent de réticulation (kit d'élastomère silicone Sylgard™ 184) ont été 

mélangés dans un ratio de 10 g de silicone pour 1g de réticulent (10 : 1), puis coulés dans les puits de 

plaque de culture. Les boîtes de culture ont été placées au four à 80°C pendant 4 heures pour que le 

PDMS polymérise. Avant la réalisation des expériences de culture cellulaire, les puits ont été stérilisés 

avec de l'éthanol à 70 % et rincés trois fois avec de l'eau stérile. 200 µl de fibronectine ou de 

suspensions de VLPs diluées dans du PBS 1x à différentes concentrations ont été adsorbées pendant 

30 minutes sur les surfaces PDMS à température ambiante. Les surfaces ont été rincées deux fois avec 

du PBS 1x pour éliminer les protéines non attachées. Pour s'assurer de l'adsorption des particules sur 

le PDMS, les étiquettes 6-his ont été marquées avec un anticorps de souris anti-histidines (Abcam™, 

dilution 1:1000) et détectées avec un anticorps IgG anti-souris de chèvre (Alexa Fluor™ 650, dilution 

1:500). 

 

IV. Essais	cellulaires	
 

A. Matériel	

La lignée cellulaire de myoblaste de souris immortalisée (C2C12, ATCC® CRL-1772™) a été 

choisie au cours de ces travaux pour les différentes études du comportement cellulaire en réponse aux 

VLPs. Les cellules C2C12 ont été choisies pour leur capacité à se différencier en cellules myoblastiques 

et ostéogéniques dans des conditions de culture appropriées. Ces cellules sont maintenues dans un 

milieu DMEM à 4,5 mg/mL de glucose (Gibco™) contenant 10 % (v/v) de sérum fœtal bovin (FBS) et 

1 % (v/v) de pénicilline et de streptomycine et cultivées dans une étuve à 37 °C avec 5 % de CO2 jusqu’à 

70% de confluence. Les cellules ont été utilisées entre 3 et 12 passages.  
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B. Méthodes	
 

1. Étude	des	fonctions	cellulaires	en	réponse	au	VLPs	
 

Adhérence	des	C2C12	sur	les	VLPs	

Les C2C12 ont été cultivées à une densité de 5000 cellules/cm² sur PDMS (plaque de 24 puits) 

préalablement fonctionnalisé avec la fibronectine ou les VLPs dans un milieu complet pendant 18h à 

37°C. Après 18h d'incubation sur les substrats PDMS, les cellules ont été fixées avec 4% de 

paraformaldéhyde pendant 15 min à température ambiante. Les filaments d’actine F et le noyau des 

cellules ont été révélés respectivement avec les sondes fluorescentes Alexa Fluor™ 488 Phalloïdine 

(Invitrogen™, ab150077, dilution 1:40) et Hoechst 33342 (ThermoFisher™, dilution 1 :50), après 

incubation pendant 30 min à température ambiante. Les cellules ont été visualisées sous un 

microscope confocal à balayage laser (LSM 800 Zeiss) avec les objectifs x20 et x63 en réalisant une 

série de coupes optiques avec le programme d'acquisition Zen. Les cellules ont été segmentées à l'aide 

du plugin Cellpose 2.0 (ImageJ/FIJI) avec un seuil de 100 µm de surface cellulaire. La surface cellulaire 

(µm²) a été analysée pour chaque segmentation, et les images de segmentation ont été générées en 

format TIFF. 

 

Imagerie	cellulaire	et	évaluation	de	la	motilité	cellulaire	

La suspension cellulaire a été mélangée avec la sonde fluorescente d’ADN SPY555 

(Spirochrome™, dilution 1:1000) pour le marquage des noyaux. Les cellules ont été ensemencées à 

une densité de 5000 cellules/cm² sur des substrats PDMS pendant 2h avec du milieu complet à 37°C 

avec 5% de CO2. Après incubation, l'acquisition des cellules a été lancée sous un microscope confocal 

à Spinning-Disk (Ti2e SD CSU W1, Nikon) avec un objectif x10 à immersion glycérol pendant 18h à 37°C 

avec 5% de CO2. Des images ont été acquises toutes les 15 min, soit un total de 49 images.  

Le logiciel Imaris® (Oxford Instruments) a été utilisé pour suivre le mouvement des cellules au 

cours du temps. Un seuil de 5 µm a été utilisé pour détecter automatiquement les noyaux cellulaires. 

L’algorithme "autoregressive Motion" a permis de suivre la position et la vitesse de chaque cellule sur 

l’ensemble de la période d’acquisition (18 h). 

 

Test	de	prolifération	cellulaire	et	de	viabilité	

La viabilité et la prolifération des cellules C2C12 ont été quantifiées à l'aide du réactif Alamar 

Blue (Sigma). Les cellules C2C12 ont été cultivées sur la fibronectine ou les VLPs adsorbées sur les 

surfaces PDMS dans des plaques de culture à 48 puits dans un milieu DMEM complet pendant 24h, 

48h et 72h. Le pourcentage de réduction de l’Alamar Blue et la prolifération relative ont été estimés 



selon les formules fournies par le fabricant, listés ci-dessous. Le nombre de noyaux a été compté dans 

chaque puit (triplicat) après 24h et 72h, sous un microscope confocal avec un objectif x10 (Ti2e SD CSU 

W1, Nikon). Les cellules ont été préalablement fixées et marquées au Alexa Fluor 488 et au Hoechst, 

après chaque temps d’incubation. 

 

𝐷𝑖𝑓𝑓é𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒	𝑑𝑒	𝑝𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒	𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒	𝑙𝑒𝑠	𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠	𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡é𝑒𝑠	𝑒𝑡	𝑙𝑒	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒

= 	
(𝑂2	 × 	𝐴1) − (𝑂1 × 	𝐴2)

(𝑂2 × 𝑃1) − (𝑂1 × 	𝑃2)
	× 	100	 

 

O1 = coefficient d'extinction molaire (E) de l'Alamar Blue oxydé (bleu) à 570 nm 

O2 = E de l'Alamar Blue oxydé à 600 nm 

A1 = absorption à 570 nm 

A2 = absorption à 600 nm 

P1 = absorption du contrôle positif à 570 nm 

P2 = absorption du contrôle positif à 600 nm 

 

 

Différenciation	myogénique	

Les C2C12 ont été cultivées dans des plaques à 48 puits (5000 cellules/cm²) pendant 3 jours à 

37°C avec 5% de CO2. Pour le contrôle positif, les cellules ont été incubées dans un milieu d'induction 

myogénique composé de DMEM supplémenté à 2% de sérum de cheval (HS) après l'ensemencement 

dans du milieu complet. Pour le contrôle non traité, les cellules ont été ensemencées dans du milieu 

DMEM complet. Pour évaluer la réponse myogénique aux VLP, les C2C12 ont été incubées sur les VLP-

YIGSR, les VLP-RGD et les VLP RGD-YIGSR, préalablement adsorbées sur PDMS puis cultivées dans un 

milieu DMEM complet. Après 3 jours, l'ARN total a été extrait des cellules à l'aide d'un kit RNeasy Mini 

(Qiagen™). L'ARN purifié a été quantifié par son absorbance à 260nm. L'ADNc a été synthétisé à partir 

de 0,5 µg d'ARN total par RT-PCR avec 4µl de iScript RT Supermix (Bio-Rad™). La réaction de 

transcription inverse a été réalisé dans le thermocycleur pendant 5 min à 25°C, puis 20 min à 46°C et 

1 min à 95°C pour inhiber la réaction. L'ADNc obtenu a été dilué au 1 : 20 avec de l'eau exempte de 

RNase. Les réactions de qPCR ont été réalisées à l'aide du kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-

Rad™, réf 1725124). La réaction d'amplification a été réalisée dans le CFX96 Touch (Bio-Rad). L'ADNc 

a été amplifié à 60°C en utilisant des amorces de souris, listées ci-dessous. Les résultats de PCR ont été 

évalués à l'aide du programme LinRegPCR (version 2015.2). 
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Nom Numéro d’accession  Amorces (5’→3’) 

Rpl0 - NM_013536.2 Sens - ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT 

Antisens – TCAGCATGTTCAGCAGTGTG 

Myod1 – Myogenic différenciation 1 NM_010866.2 Sens - GCTCTGATGGCATGATGGATTAC 

Antisens - CTATGCTGGACAGGCAGTCG 

Myog – Myogenin  NM_031189.2 Sens - GTCCCAACCCAGGAGATCATTT 

Antisens - AGTTGGGCATGGTTTCGTCT 

Myh1 – Myosin heavy chain 1 NM_030679.2 Sens - TCCAGCTGAACCACTCCAAC 

Antisens - TGCAGCTGAGTGTCCTTGAG 

Mrf4 – Myogenic regulatory factor NM_008657.3 Sens - GACCCCTACAGCTACAAACCC 

Antisens - TTGCTCCTCCTTCCTTAGCAG 

 

Tableau 9 : Amorces utilisées pour l'analyse de l'expression des gènes myogéniques par qPCR. 

 

Différenciation	ostéogénique	

Les cellules C2C12 ont été cultivées dans des plaques 24 puits (5000 cellules/cm²) pendant 24h 

dans du milieu complet DMEM. Le milieu a été changé avec du milieu de culture supplémenté avec de 

la rh-BMP2 (Peprotech™) à 300 ng/ml, ou les peptides BMP2 ou les VLP-BMP2 à 40 µg/ml. Les cellules 

ont été incubées pendant 7 jours à 37°C avec 5% de CO2. Après la période de culture, l'ARN total a été 

extrait des cellules à l'aide d'un kit RNeasy Mini (Qiagen). L'ADNc a été synthétisé à partir de 0,5 µg 

d'ARN total par RT-PCR puis amplifié par PCR en utilisant des couples d'amorces pour le gène osterix 

et pour les gènes rpl0 et 18S de souris, listées ci-dessous. 

 

Nom Numéro d’accession Amorces (5’→3’) 

Rpl0 - NM_013536.2 Sens - ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT 

Antisens - TCAGCATGTTCAGCAGTGTG 

18S  NM_007475.5 Sens - AAGAATCCAGTGTCCGACCA 

Antisens - CCACAAACACAACTGGGTCA 

Osx – Osterix NM_130458 Sens - CAAGAGGTTCACTCGCTCTG 

Antisens - CAAGTGGTCGCTTCTGGTAA 
 

Tableau 10 : Amorces utilisées pour l'analyse de l'expression des gènes ostéogéniques par qPCR. 

 

Immunomarquages		

Les C2C12 ont été ensemencées à une densité de 5000 cellules/cm² sur des surfaces PDMS 

fonctionnalisées avec la fibronectine ou les VLPs pendant 18h. Les cellules ont été fixées avec 4% de 

paraformaldéhyde pendant 15 min et perméabilisées avec 0,2% de Triton pendant 7 min à 



température ambiante. La saturation des sites non spécifiques a été réalisée avec une solution 

d'albumine sérique bovine (BSA) à 5 % pendant 30 min à température ambiante.  

Pour le marquage des adhésions focales, les cellules ont été incubées pendant 1h avec 

l'anticorps monoclonal primaire de lapin anti-vinculine (Sigma™, dilution 1:50) puis avec l'anticorps 

secondaire de chèvre anti-lapin Alexa fluor™ 488 (Abcam™, ab150077, dilution 1:500).  

Pour le marquage des intégrines β1, les cellules ont été marquées avec l'anticorps primaire 

anti-intégrine β1 de souris (Sigma™, dilution 1:300) et l'anticorps secondaire anti-souris de chèvre 

Alexa fluor™ 647 (Abcam™, ab150115, dilution 1:500). Pour le marquage des intégrines αvβ3, les 

cellules ont été incubées avec l'anticorps primaire polyclonal de lapin anti-αvβ3 (ThermoFisher™, BS-

1310R, dilution 1:50) et l'anticorps secondaire chèvre anti-lapin Chromeo™ 546 (Abcam™, ab60316, 

dilution 1:50). Les filaments d’actine F et le noyau des cellules ont été marqués respectivement avec 

les sondes fluorescentes Alexa Fluor™ 488 et Hoechst. Les images ont été prises sous un microscope 

confocal à balayage laser (LSM 800 Zeiss) avec les objectifs x20 et x63. L'intensité de fluorescence de 

la vinculine et des intégrines β1 et αvβ3 de chaque cellule a été analysée via le logiciel plugin Cellpose 

(ImageJ/FIJI) pour la segmentation des cellules. 

 

Quantification	des	adhésions	focales	et	clusters	d’intégrines		

L'analyse des points focaux a été réalisée par le plugin "Find maxima" avec un seuil 

automatique pour le comptage des points focaux. Un comptage a été effectué pour chaque zone 

normalisée de 0 à 10 µm entre la périphérie du noyau et la membrane cellulaire. La normalisation et 

le comptage ont été réalisés sur FIJI (ImageJ)212. Pour l'analyse des clusters d'intégrines β1 et 

d'intégrines αvβ3, chaque cellule a été analysée par un seuil automatique avec FIJI puis via le plugin 

"analyze particles". La morphologie des cellules segmentées via CellPose avec les différents 

paramètres mesurés ont été analysés via Celltool213. 

 

V. Test	d’assemblages	des	VLPs	SpyCatcher	avec	les	SpyTag-ELP-ligand	
 

Couplage	des	SpT-ELP-ligand	aux	VLPs	SpyCatcher	et	analyse	par	SDS-PAGE	

L’interaction entre les SpyT-ligands et les AP205-SpyCatcher VLPs a été évaluée sous différents 

ratios moléculaires afin de déterminer lequel pourrait assurer une saturation totale par les SpyT- 

ligands sur les AP205-SpCatcher VLPs. Les ratios testés sont d’un ligand pour un monomère (1 : 1) et 

de deux ligands pour un monomère (2 : 1). Ces associations ont été effectuées pendant 2h à 

température ambiante sous agitation à 400 rpm (Multi Plate Shaker MTS-1, Grant-Bio).  
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Les interactions entre les SpyT-ligands et SpyC VLPs ont été analysées par SDS-PAGE en utilisant 

un gel de Coomassie car les SpyT-ELP-ligand ne contiennent aucun résidus triptophane. Le gel a été 

coloré au bleu de Coomassie (Bio-Safe™ Coomassie Stain, Bio-Rad), suivant le protocole du fabricant.  

Analyse	des	couplages	SpyCatcher	:	SpyT	par	chromatographie	d’exclusion	stérique	

Des échantillons contenants 500 μg/mL d’AP205 SpyCatcher VLPS ont été mélangés à 300 

µg/mL de SpyT-sfGFP (addgene ID : 133454), de SpyT-ELP-RGD ou de SpyT-ELP-SpyT dans du PBS 1X, 

soit avec un ratio 1 : 1, pour un volume final de 1 ml. Après incubation pendant 2h à température 

ambiante, 500 µl du mélange ont été appliqués à la colonne d’exclusion (EnrichTM SEC 650). Les 

protéines ont été éluées avec du PBS 1X avec un débit de 1 ml/min. 

 

Test	d’adhésion	sur	les	SpyCatcher	:	SpyTag-ELP-RGD	

Les C2C12 ont été ensemencées sur les substrats PDMS fonctionnalisés avec la fibronectine, 

les VLP-RGD ou les SpyCatcher : SpyTag-ELP-RGD pendant 18h dans du milieu DMEM complet à 37°C 

avec 5% de CO2. Après fixation avec du paraformaldéhyde, les filaments d’actine F et le noyau ont été 

marqués respectivement avec les sondes fluorescentes Alexa Fluor™ 488 Phalloïdine et Hoechst. Les 

images ont été acquises par microscopie confocale (LSM 800) et analysées avec Cellpose 2.0 (ImageJ) 

pour la segmentation des cellules. La surface de chaque cellule (µm²) a été mesurée à partir des images 

obtenues. 

 

VI. Analyse	statistique	
 

Chaque expérience est répétée au minimum trois fois. Des analyses statistiques ont été 

effectuées en utilisant les tests t student (T-Test) et les tests ANOVA à un (one-way ANOVA) ou deux 

facteurs (two-way ANOVA), avec un seuil de signification à 0,05 (95%). Les graphiques ont été générés 

à l’aide du logiciel Prism (GraphPad). 

 

VII. Outils	informatiques	
 

• Benchling : Plateforme en ligne développé par Sajith Wickramasekara et Ashu Singhal, conçue 

pour les scientifiques et chercheurs en sciences de la vie afin de gérer et analyser des données 

biologiques et de faciliter la gestion de projets via des carnets de laboratoire numériques. Elle 

comprend des outils pour la conception des amorces et des plasmides, ainsi que pour l’analyse 

des séquences d’ADN, d’ARN et d’acides aminés à l’aide de l’outil « Molecular Biology ». 

Site : https://www.benchling.com 



• ImageJ (FIJI) : Logiciel open source conçu pour le traitement et l’analyse d’images en 2D, 3D 

et en temps réel, incluant des plugins supplémentaires et des macros automatisées pour 

l’analyse en sciences de la vie. Développé initialement par le National Institutes of Health (NIH) 

aux États-Unis. 

Site : https://imagej.net/software/fiji/ 

 

• CellPose : Logiciel open source développé par Carsen Stringer et Marius Pachitariu à l’institut 

de Neurobiologie computationnelle de l’Université de Harvard. Ce logiciel permet la 

segmentation automatique des cellules en reconnaissant les contours cellulaires dans les 

images de microscopie. 

Site : https://www.cellpose.org 

 

• CellTool : Logiciel open source permettant l'analyse d'images (morphologie cellulaire) de 

microscopie à fluorescence. Il combine la gestion des données, le traitement d'images, la 

modélisation mathématique et la présentation graphique des données. 

GitHub : https://github.com/zpincus/celltool 
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Résultats	et	Discussion	

 

I. Particules	pseudo-virales	en	tant	que	plateformes	de	signalisation		

 

Développement	et	caractérisation	des	VLPs	homomériques	et	hétéromériques.	

 
 Le développement de variantes de la particule AP205 a été focalisé sur l’ajout de peptides dont 

leur activité biologique est connue et documentée dans la littérature100,115,128. Nous avons développé 

des particules présentant des peptides d'adhésion RGD et YIGSR issus respectivement de la 

fibronectine et de la laminine, ainsi que des peptides ostéogéniques BMP2, dérivés de l’épitope de la 

rhBMP2 (résidus 72 à 92, “KIPKASSVPTELSAISTLYL”). Ces peptides sont connus pour induire des 

réponses cellulaires similaires à celles des protéines dont elles sont dérivées. Nous avons également 

développé des particules hétéromériques co-exprimant les peptides RGD et BMP2, ou RGD et YIGSR, 

afin étudier respectivement leur effet synergique sur la différenciation ostéogénique et myogénique.  

Nous avons fusionné génétiquement une étiquette 6-his à l’extrémité N-terminale de la 

protéine de capside AP205-CP3 et des peptides bioactifs à son extrémité C-terminale, séparés par un 

polypeptide GSG (linker) (Figure 33A, C). L’étiquette 6-his permet la purification des particules, tandis 

que le linker GSG assure une flexibilité des peptides à la surface des VLPs.  

Pour les particules hétéromériques, un premier monomère AP205-CP3 a été fusionné à une 

étiquette 6-his à l’extrémité N-terminale et à un peptide RGD à l’extrémité C-terminale (Figure 33C). 

Un second monomère AP205-CP3 a été fusionné à une étiquette HA (hémagglutinine de l’influenza 

humaine) à l’extrémité N-terminale, et soit au peptide YIGSR, soit au peptide BMP2 à l’extrémité C-

terminale (Figure 33C). 

Les séquences des cinq monomères ont été soumises à AlphaFold pour prédire leur structure. 

Les modèles obtenus ont été superposés à la structure cristalline expérimentale du monomère AP205-

CP3, résolue par le groupe de Kaspars Tars153. Par application d'opérateurs de symétrie icosaédrique, 

nous avons généré des modèles 3D des VLPs, en collaboration avec le groupe de Kaspars Tars (Figure 

33C). La structure cristalline expérimentale la VLP d’AP205 a servi de référence pour valider nos 

modèles AlphaFold. L’u�lisa�on d’AlphaFold, nous a permis de modéliser les distances entre les 

extrémités N- et C- terminales à la surface de la VLP d’AP205 (Figure 33B). Ce�e analyse nous permet 

d’es�mer la distance entre les pep�des et de me�re en évidence leur organisa�on spa�ale. 

Le design des VLPs par clonage moléculaire nous a permis d’établir une plateforme robuste 

pour contrôler l’arrangement spa�al et la distribu�on de pep�des bioac�fs à l’échelle nanométrique. 

 



 
 
Figure 33 : VLPs en tant que plateformes de présentation de peptides. (A) Représentation 

schématique des constructions génétiques : la protéine de capside CP3 du phage AP205 est fusionnée 

à une étiquette 6-his en N-terminal et à différents peptides bioactifs en C-terminal, séparés par un linker 

GSG. (B) La structure 3D de la VLP d’AP205 résolue par cristallographie, et (C) les modèles 3D prédits 

par AlphaFold de VLPs présentant les peptides RGD, YIGSR et BMP2 à leur surface (VLPs homériques et 

hétéromériques). 

 
Les particules purifiées ont été analysées par différentes techniques. Nous avons d’abord 

analysé la pureté des productions par SDS-PAGE en conditions dénaturantes (Figure 34A). La Figure 

34A montre la présence d’une bande majoritaire correspondant à la taille attendue des différents 

monomères AP205. Les bandes correspondant aux monomères AP205, AP205-YIGSR et AP205-RGD 

sont situées à environ 17 kDa et la bande correspondant aux monomères AP205-BMP2 est à environ 

20 kDa, car le peptide BMP2 contient plus d’acides aminés (20 acides aminés, soit 20 kDa environ). 

Nous avons également obtenu la présence de bandes majoritaires correspondant aux monomères qui 
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composent les particules hétéromériques (Figure 34A). Pour les VLP RGD-BMP2, la première bande à 

environ 18 kDa correspond à la taille attendue du monomère AP205-BMP2 et la seconde à environ 17 

kDa correspond à celle du monomère AP205-RGD. En revanche, les monomères AP025-RGD et AP205-

YIGSR au sein de la VLP-RGD-YIGSR ont un poids moléculaire de 16 KDa avec une différence de 98 Da, 

ce qui ne nous permet pas de les séparer sur gel. La présence des deux monomères au sein de la 

particule a pu être confirmée par western-blot avec des anticorps ciblant les étiquettes 6-his et HA.  

Nous avons pu produire efficacement les différentes VLPs avec des rendements de 1 à 5 mg 

par litre de culture bactérienne (Figure 34B). Un résultat similaire à celui obtenu par Yenkoidiok-Douti 

et al., qui parviennent à purifier 1 mg de VLPs par litre214.  

Après purifica�on par affinité, nous avons séparé les VLPs assemblées des monomères par 

chromatographie d'exclusion stérique (SEC), une technique qui permet de séparer les protéines en 

fonc�on de leur volume hydrodynamique (Figure 34C). Les profils d’exclusion obtenus montrent un pic 

d’élu�on majeur de l’ordre du mégadalton comme a�endu, en se basant sur le profil d’exclusion de 

protéines standard (2000 – 17 kDa) (Figure 34C). Ceci indique que la majorité des monomères AP205 

sont assemblés en par�cules. Nous avons également observé l'élu�on d'espèces de poids moléculaire 

inférieur autour de 15 ml correspondant au pic d’élu�on de l’albumine (44 kDa), qui correspondent à 

des dimères non assemblés (Figure 47).  

Nous avons analysé la frac�on des par�cules assemblées par microscopie électronique à 

transmission (TEM). L’analyse des VLPs d’AP205 a été réalisée sur la plateforme d’imagerie électronique 

de l’EMBL à Heidelberg. L’analyse a confirmé l'assemblage des monomères AP205 en nanopar�cules, 

avec un diamètre moyen de 31.8 ± 3.3 nm (moyenne ± SD, n=21) (Figure 34D). Nous avons tenté de 

poursuivre ces observa�ons à la plateforme de microscopie électronique de l’IS2M (Figure 48). Ce�e 

plateforme, spécialisée dans les matériaux, ne possède ni les équipements, ni les compétences pour 

l'étude d'objets protéiques, et nous n'avons pas pu reproduire les observa�ons réalisées à Heidelberg. 

Nous avons donc opté pour la technique de diffusion dynamique de la lumière (DLS) pour 

es�mer la taille des différentes VLPs (Figure 34E, F). Les résultats montrent une popula�on de 

par�cules avec un diamètre moyen compris entre 26 nm et 37 nm. Une seconde popula�on observée 

correspond à des tailles de 200 et 300 nm, suggérant que les VLPs ont une propension à l'agréga�on. 

La différence entre les popula�ons de par�cules détectées n’est pas directement corrélée à une 

différence quan�ta�ve, car la lumière diffusée par les plus gros agrégats peut être beaucoup plus 

intense, jusqu’à un facteur de 106.  

Pour calculer précisément les quan�tés des popula�ons de par�cules détectées, il est 

nécessaire de connaitre l’indice de réfrac�on de nos par�cules. Nous n’avons pas pu mesurer cet 



indice ; par conséquent, nous avons u�lisé la valeur de 1,45, proche de celle des protéines, pour 

es�mer le pourcentage d’intensité en fonc�on du diamètre.  

Le diamètre des pics de faible intensité correspondant aux VLPs monodispersées est présenté 

dans la Figure 34F. Les VLPs sans pep�des à leur surface ont un diamètre moyen de 26 nm. Les VLP-

RGD, VLP-YIGSR et VLP-BMP2 ont des diamètres moyens compris entre 30 et 31 nm (Figure 34F). Les 

par�cules hétéromériques présentent un diamètre moyen de 37 nm pour les VLP RGD-YIGSR et de 30 

nm pour les VLP RGD-BMP2 (Figure 34F).  

 

 

Figure 34 : Caractérisation des VLPs homomériques et héromériques. (A) SDS-PAGE en conditions 

dénaturantes des monomères AP205 composant les VLPs homomériques et hétéromériques après 

purification par affinité. (B) Rendement des protéines totales purifiées par litre de culture bactérienne 

(mg/L de culture). Les valeurs représentent la moyenne ± SD, n=4. (C) Profils d’élution des protéines 

standards (bleu de dextran, myoglobine et albumine) et des VLPs à 280 nm, analysés par 

chromatographie d’exclusion stérique. Le pic principal correspond aux VLPs assemblées. (D) Image des 

VLPs d’AP205 observée par microscopie électronique à transmission. Échelle : 100nm. (E) Distribution 

du diamètre des VLPs selon l’intensité (%), analysée par DLS. (F) Diamètres moyens des pics d’intensité 

correspondant aux VLPs monodispersées, mesurés par DLS (moyenne ± SEM, n=3). 
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Afin d’étudier les fonctions biologiques induites par les peptides présentés à la surface des 

VLPs, nous avons choisi le PDMS en tant que substrat pour l’adsorption physique des particules (Figure 

35A). Le PDMS offre plusieurs avantages, tels que sa facilité de fabrication, sa rigidité modulable et sa 

transparence, qui permet l’observation par microscopie confocale inversée. De plus, sa nature inerte 

en fait un substrat de culture intéressant pour mettre en évidence uniquement les effets des protéines 

déposées à sa surface. 

Pour toutes nos expériences, nous avons utilisé un mélange PDMS/réticulant standard, 

conférant au substrat un module de Young (module de rigidité) compris entre 1 et 3 MPa, 

caractéristique d’un matériau souple215. 

Pour évaluer la capacité d’adsorption du PDMS, nous avons incubé les VLPs purifiées à sa 

surface et évalué leur adsorption par microscopie confocale après rinçage et immunomarquage anti-

his (Figure 35B, C). Nous avons mesuré la fluorescence obtenue avec une série de concentration des 

VLPs d’AP205. À faible concentration (0,6 µM), les VLPs recouvrent de manière hétérogène le PDMS 

(Figure 35B, C). En augmentant leur concentration, nous avons observé une couverture de surface de 

plus en plus homogène. À partir de 6,5 µM, la surface est entièrement recouverte de manière uniforme 

(Figure 35 B, C). Un plateau est atteint à 65 µM, suggérant que la capacité maximale d'adsorption des 

VLPs par le PDMS est atteinte à cette concentration (Figure 35B).  

Nous avons ensuite comparé l’adsorption des variantes de VLPs (Figure 35D, E). L’intensité de 

fluorescence est comparable entre les VLP-YIGSR, VLP RGD-YIGSR et les VLP RGD-BMP2 (Figure 35D). 

En revanche, l’intensité de fluorescence est plus élevée avec les VLP-BMP2 et les VLP-RGD, ce qui 

suggère une adsorption plus importante au substrat (Figure 35D). Cependant, il est difficile d’estimer 

la quantité absolue ou la densité des VLPs adsorbées sur le PDMS avec cette méthode, qui ne fournit 

que des quantités relatives.  

L’adsorption des VLPs à la surface du PDMS peut être influencée par la charge globale de leur 

surface, en fonction de la composition en acides aminés des peptides. Les peptides BMP2 et RGD 

possèdent plusieurs acides aminés hydrophiles qui peuvent interagir avec la surface hydrophobe du 

PDMS, ce qui pourrait expliquer l’intensité de fluorescence élevée. Une mesure du potentiel zêta des 

VLPs par DLS pourrait être envisagée pour obtenir des informations sur la charge électrostatique à la 

surface des VLPs et comprendre comment celle-ci influence leur adsorption à la surface du PDMS. Une 

charge plus élevée pourrait accroître l’affinité des VLPs pour la surface hydrophobe du PDMS, 

entraînant ainsi une adsorption plus importante. Il est donc important de prendre en compte la charge 

de la séquence d’acides aminés à exprimer à la surface des VLPs. 

Compte tenu de ces résultats, nous avons choisi la concentration de 65 µM pour toutes nos 

expériences, assurant ainsi une couverture homogène du PDMS par les VLPs. 



 

Figure 35 : Fonctionnalisation de la surface du PDMS par les VLPs. (A) Schéma illustrant l’adsorption 

des VLPs d’AP205 à la surface du PDMS. (B) Intensité de fluorescence des VLPs adsorbées à la surface 

du PDMS à différentes concentrations pendant 30 min à température ambiante. Courbe obtenue par 

régression non linéaire (les valeurs sont représentées en moyenne ± SD). (C) Immunomarquage des 

étiquettes 6-his des VLPs d’AP205 et (E) des variantes de VLPs adsorbées à la surface du PDMS. (D) 

Intensité de fluorescence des variantes de VLPs adsorbées à la surface du PDMS (65 µM) (moyenne ± 

SD). (E) Immunomarquage des étiquettes 6-his des variantes de VLPs adsorbées à la surface du PDMS. 

 

VLPs	 en	 tant	 que	 plateformes	 multifonctionnelles	 pour	 stimuler	 l’adhérence	 et	 la	

migration	cellulaire.	

Après avoir déterminé la concentration permettant la saturation de la surface du PDMS, nous 

avons étudié différents processus cellulaires en réponse aux VLPs (Figure 36A). Les essais biologiques 

ont été réalisés en utilisant la lignée cellulaire de myoblaste de souris (C2C12), connue pour sa capacité 

à se différencier en myotubes ou en ostéoblastes dans des conditions de culture appropriées. En effet, 

plusieurs études ont rapporté des effets synergiques de peptides bioactifs sur l’adhérence, la 

prolifération et la différenciation des C2C12100,115. Dans cette optique, le développement de particules 

hétérométriques exprimant deux peptides bioactifs nous permet de stimuler différentes fonctions 

cellulaires.  

Pour l’étude de l’adhérence cellulaire, nous avons cultivé les cellules C2C12 pendant 18 heures 

(h) sur des substrats PDMS recouverts soit de VLPs, soit de fibronectine (Figure 36B, C). Les VLPs 

exprimant les peptides RGD stimulent significativement l'étalement, bien que de manière légèrement 

inférieure à celle observée avec la fibronectine (Figure 36B). La fibronectine a de multiples domaines 

de liaison adhésive en plus des RGD, ce qui pourrait expliquer une activité supérieure aux VLP-RGD.  
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En revanche, les VLPs n'exprimant aucun peptide, ou celles exprimant les peptides BMP2 et 

YIGSR stimulent peu l'adhérence et l'étalement des cellules (Figure 36B). Ces résultats sont cohérents 

avec ceux de la littérature, qui montrent que les peptides YIGSR stimulent moins l’adhérence que les 

peptides RGD115,128,216.  

Nous avons pu montrer que la présence de RGD sur les particules hétéromériques favorise 

davantage l’étalement des cellules C2C12 comparées aux particules homomériques exprimant 

uniquement YIGSR ou BMP2 (Figure 36B). Les VLPs RGD-BMP2 et RGD-YIGSR augmentent en effet 

significativement l'étalement des cellules comparé aux particules homomériques VLP-BMP2 et VLP-

YIGSR (Figure 36B). Ceci montre que la bioactivité du peptide RGD est maintenue sur les particules 

hétéromériques et souligne son importance pour promouvoir l’étalement des cellules. L’adhérence 

des cellules est indispensable à l’aboutissement et à la régulation de différentes réponses cellulaires, 

dont la prolifération et la migration. Ces résultats montrent que ces particules hétéromériques 

peuvent servir de plateformes de signalisation multifonctionnelles à la surface de matériaux. 

 

Nous avons analysé la migration des cellules en réponse aux VLPs pendant 18h. En utilisant le 

noyau comme marqueur de position, nous avons quantifié la vitesse (Figure 36D), la persistance 

(Figure 36E) et la distance totale de migration parcourue (Figure 36F) de chaque cellule au cours du 

temps. Les cellules présentent des dynamiques de migration variables selon le substrat, plus élevées 

sur la fibronectine (0,51 µm/min) et les particules exprimant le peptide YIGSR (0,40 µm/min) (Figure 

36D). La fibronectine et la laminine sont connues pour favoriser la migration des cellules dans des 

conditions physiologiques ou pathologiques79,217. En revanche, on observe une vitesse de migration 

significativement plus faible sur les particules exprimant le peptide RGD (Figure 36D). Par ailleurs, nous 

n'observons pas de différence de persistance de migration entre les substrats (Figure 36E). Les surfaces 

recouvertes de fibronectine ou de VLPs présentent un indice de directionnalité compris entre 0,3 et 

0,4, ce qui signifie que les cellules n’adoptent pas de migration directionnelle (Figure 36E).  

Nos résultats montrent également que la distance de migration totale parcourue par les 

cellules C2C12 est significativement plus élevée sur les substrats revêtus de fibronectine par rapport à 

ceux revêtus de VLPs (Figure 36F, G).  

Des travaux ont démontré qu’une vitesse de migration élevée est généralement associée à une 

polarisation d’actine et à une formation de lamellipodes plus importante chez les cellules218. De plus, 

l’orientation des fibres de fibronectine favorise et oriente la migration des cellules, notamment dans 

le cas de la progression tumorale, par exemple79. Ces données expliquent potentiellement pourquoi 

les cellules C2C12 migrent davantage sur la fibronectine que sur les VLPs exprimant le peptide RGD.  



Une autre hypothèse est le remodelage de ces particules par les cellules. En effet, les VLPs sont 

adsorbées physiquement à la surface du PDMS et pourraient avoir tendance à se détacher sous l’effet 

des forces de traction exercées par les cellules, notamment via les intégrines qui se lient aux peptides 

RGD. Lors de la migration cellulaire in vivo, les cellules exercent en effet des forces mécaniques sur les 

ligands matriciels et modifient l’état mécanique et l’organisation de la matrice sous-jacente221. Les VLP-

RGD pourraient favoriser le regroupement des intégrines en clusters et augmenter les forces de 

traction exercées par les cellules lors de leur migration. De plus, ces forces de traction, générées par la 

contraction des fibres d’actine, pourraient être renforcées par le recrutement de RhoA et l’activation 

de la myosine II. Des études ont démontré que ces protéines jouent des rôles essentiels dans la 

génération de la tension du cytosquelette lors de l’activation des intégrines233. Les VLP-RGD pourraient 

stimuler davantage le recrutement de RhoA au front avant des cellules. Un western-blot pourrait être 

envisagé pour confirmer si les VLP-RGD induisent une expression plus importante de RhoA par rapport 

à la fibronectine. 

Nos résultats s'alignent globalement avec les données de la littérature, indiquant que la 

fibronectine favorise davantage l'étalement et la motilité cellulaire que les peptides RGD128,222. La 

densité et la taille des clusters de RGD à la surface d’un substrat peuvent moduler l'adhérence et la 

migration cellulaire : une densité élevée favorise une adhésion plus forte des cellules mais réduit la 

vitesse de migration222. La présence de RGD à haute densité sur les VLPs pourrait avoir des effets 

similaires, conduisant à une migration plus faible. 
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Figure 36 : VLPs en tant que plateformes multifonctionnelles pour stimuler l’adhérence et la 

migration cellulaire. (A) VLPs en tant que plateformes de signalisation pour stimuler le regroupement 

des intégrines à l’échelle nanométrique. (B) Quantification de l’étalement des cellules de myoblaste 

C2C12 après 18h de culture sur la fibronectine ou les VLPs adsorbées sur PDMS (moyenne ± SEM). (C) 

Immunomarquage des C2C12 après 18h de culture sur les différents substrats (vert : Actine-F et bleu : 



noyau). (D) Vitesse moyenne des cellules C2C12 (µm/min) pendant 18h de migration sur la fibronectine 

et les VLPs (moyenne ± SD, n>140 cellules dans 3 expériences indépendantes). (E) Persistance et (F) 

distance totale de migration parcourue par les cellules pendant 18h de migration sur la fibronectine et 

les VLPs. (G) Trajectoire des cellules après 18h de migration sur la fibronectine et les VLPs (n=20 dans 3 

expériences indépendantes). (B, D, E et F) Les valeurs de probabilité ont été obtenues par le test one-

way ANOVA avec le test de comparaisons multiples Tukey, avec un seuil de signification de 0,05 : 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. 

 

VLPs	en	tant	que	plateformes	multifonctionnelles	pour	stimuler	la	prolifération	et	

la	différenciation	cellulaire.	

 

La	présence	de	RGD	à	la	surface	des	VLPs	favorise	la	prolifération	des	C2C12	

Plusieurs études suggèrent que le renforcement des clusters d'intégrines régule divers 

processus cellulaires, dont la prolifération33. Pour étudier la prolifération des cellules C2C12 en réponse 

aux VLPs, nous avons mesuré leur activité métabolique à 24h, 48h et 72h, en utilisant le réactif Alamar 

Blue (Figure 37A). Le pourcentage de prolifération relatif a été calculé en comparant la réduction du 

réactif entre les cellules cultivées sur des surfaces commerciales en polystyrène et celles cultivées sur 

des surfaces recouvertes de fibronectine ou de VLPs (Figure 37A).  

Les cellules prolifèrent sur toutes les VLPs, mais à un taux moins élevé sur les VLP-YIGSR et les 

VLP-BMP2, ce qui concorde avec les résultats d’étalement cellulaire (Figure 37A). La densité et le 

pourcentage de prolifération relatif des C2C12 sont augmentés en présence de RGD sur les particules 

homomériques et hétéromériques (Figure 37A, B). Le nombre de cellules à 72h est plus élevé sur les 

VLP-RGD que sur les VLP-YIGSR (Figure 37B), ce qui suggère que RGD est plus efficace que YIGSR pour 

favoriser la croissance des C2C12. La présence de RGD combinée au peptide YIGSR ou BMP2 sur les 

VLPs hétéromériques favorise significativement la prolifération des cellules. La présence des sites RGD 

reconnus par les intégrines pourrait favoriser l’activation de la signalisation cellulaire impliquée dans 

l’induction de la prolifération cellulaire, telle que la voie PI3K/Akt31. L’adhérence des cellules via les 

intégrines est donc cruciale dans l’induction de la prolifération cellulaire. Cela suggère que le peptide 

RGD sur les particules hétéromériques pourrait être utilisé pour promouvoir l'adhérence et la 

prolifération des cellules dans des applications de biomatériaux, telles que l'ingénierie tissulaire. 
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Figure 37 : VLPs multifonctionnelles pour stimuler la prolifération cellulaire. (A) Pourcentage relatif 

de la prolifération des cellules (test Alamar blue), cultivées sur la fibronectine et les VLPs pendant 24h, 

48h et 72h, en comparaison avec le contrôle (moyenne ± SD, n = 4). (B) Densité des cellules C2C12 

(noyau/mm²) sur les différents substrats après 24h et 72h (moyenne ± SEM, n=3). (C) Immunomarquage 

des cellules C2C12 après 24h et 72h de culture sur les différents substrats (actin-F : vert). Échelle : 100 

µm. 

 

Effet	des	peptides	RGD	et	YIGSR	 et	 de	 leur	 association	 à	 la	 surface	des	VLPs	pour	 stimuler	 la	

différenciation	myogénique		

L’action des peptides RGD et YIGSR, ainsi que l'effet synergique de leur association, a été 

démontré dans l’induction de la différenciation des C2C12 en myotubes115. Nous avons donc étudié 

l’effet des VLP-YIGSR, VLP-RGD et VLP RGD-YIGSR sur la différenciation myogénique (Figure 38). Les 

cellules ont été ensemencées à la même densité sur des surfaces PDMS fonctionnalisées avec les 

différentes VLPs, puis cultivées pendant 3 jours. En parallèle, les cellules ont été cultivées sur des 

surfaces commerciales en polystyrène non traitées, en présence de milieu de culture supplémenté soit 

au sérum de veau fœtal (SVF, contrôle négatif), soit au sérum de cheval (HS). 

L’analyse de l’expression des gènes MyoG et Myh1, marqueurs clés de la différenciation 

myogénique, révèle des profils d’expression distincts en réponse aux différents traitements. Les C2C12 

traitées avec les VLP-RGD présentent une augmentation significative de l’expression de ces deux gènes 

par rapport aux VLP-YIGSR et au groupe contrôle (10% SVF) (Figure 38A). Ces résultats suggèrent que 



les peptides RGD présentés à la surface des VLPs favorisent davantage l’engagement des cellules dans 

la voie de différenciation myogénique, conduisant à la formation de myotubes. En revanche, les VLP-

YIGSR, bien qu’induisant une augmentation de l’expression de MyoG par rapport au contrôle, ont un 

effet moins marqué sur Myh1, suggérant un engagement partiel dans la voie de différenciation.  

La co-expression des peptides RGD et YIGSR sur les VLPs amplifie encore cet effet, notamment 

sur l’expression de Myh1. Ces résultats indiquent que la combinaison de ces deux peptides optimise le 

processus de différenciation en favorisant également la prolifération cellulaire via MyoD et la fusion 

des cellules en myotubes. En effet, le facteur MyoD est impliqué dans la prolifération des cellules et 

dans l’activation de l’expression des gènes MyoG et Myh1, indispensables à la formation des 

myotubes45. 

De plus, les cellules sont positives au marquage du facteur MHC-I en réponse aux VLP-YIGSR, 

VLP-RGD et VLP RGD-YIGSR, avec une localisation cytoplasmique particulièrement marquée dans les 

cellules cultivées sur les VLP RGD-YIGSR (Figure 38B).  

Ces observations sont en accord avec les données de la littérature, démontrant que 

l’association des peptides RGD et YIGSR favorise l’attachement cellulaire et active des voies de 

signalisation favorisant la différenciation myogénique115.  

Ces résultats soulignent l’intérêt de développer des plateformes multifonctionnelles 

présentant différents peptides pour moduler la bioactivité et la réponse cellulaire. Les VLPs 

hétéromériques, co-exprimant les peptides RGD et YIGSR, se révèlent être des outils prometteurs pour 

stimuler la différenciation myogénique des cellules C2C12. Ces résultats ouvrent de nouvelles 

perspectives pour le développement de stratégies thérapeutiques basées sur les VLPs pour la 

régénération musculaire. 

 

Effet	des	VLP-BMP2	sur	la	différenciation	ostéogénique		

Nous avons également évalué l’effet des peptides BMP2 seuls et exposés à la surface des VLPs 

sur la différenciation ostéogénique des C2C12 (Figure 38C). Contrairement à la rhBMP2 (contrôle 

positif), les peptides BMP2 seuls ou à la surface des VLPs n’ont pas induit d’expression du gène Osterix, 

un marqueur clé de la différenciation ostéogénique (Figure 38C). L’association des peptides BMP2 et 

RGD à la surface des VLPs n'a également pas montré d’effet sur la différenciation ostéogénique (les 

résultats ne sont pas montrés ici). Cette absence d’effet pourrait s’expliquer par une interaction 

insuffisante avec les récepteurs BMPR-IA et II, essentiels à l’activation de la voie Smad et à l’expression 

des gènes ostéogéniques59,60. Le peptide BMP2 utilisé dans cette étude, dérivé de l’épitope 2 de la 

rhBMP2, cible spécifiquement le récepteur de type I, il est probable qu’il ne puisse pas activer 

efficacement la cascade de signalisation intracellulaire. Ces résultats soulignent l’importance de 
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l’interaction simultanée avec les récepteurs de type I et II pour une transduction complète du signal 

BMP. 

 

 

Figure 38 : Association des peptides RGD et YIGSR à la surface des VLPs pour stimuler la 

différenciation myogénique. (A) Analyse par qPCR de l’expression des gènes MyoD, MyoG et Myh1 au 

cours de la différenciation myogénique, après 3 jours de culture des C2C12 en réponse aux VLP-YIGSR, 

VLP-RGD et VLP RGD-YIGSR (moyenne ± SD, n=2). Valeurs de probabilité obtenues par le test one-way 

ANOVA suivi du test Dunnett en comparaison avec le contrôle négatif (SVF 10%) : *p<0.05, **p<0.01 et 

****p<0.001. (B) Immunomarquage du noyau (bleu), de l’actine F (vert) et de la chaîne lourde de 

myosine MHC (magenta), après 3 jours de culture des C2C12 sur les différents substrats. Images 

observées au microscope confocal (objectif x20). (C) Expression du facteur ostéogénique Osterix dans 

les cellules C2C12 cultivées pendant 7 jours dans un milieu DMEM supplémenté en rhBMP2 (300 ng/ml), 

aux peptides BMP2 (40 µg/ml) ou aux VLP-BMP2 (40 µg/ml) (moyenne ± SD, n=2). Les valeurs de 

probabilité ont été obtenues par le test one-way ANOVA (Tukey), **p<0,01. 

 
 
 
 
 



VLP-RGD	pour	stimuler	le	clustering	d’intégrines	à	l’échelle	nanométrique	

 
Dans nos travaux, nous avons montré que les peptides RGD à la surface des VLPs induisent 

efficacement l’adhérence et la prolifération des C2C12, et sa combinaison avec le peptide YIGSR 

permet de stimuler la différenciation des C2C12 en myotubes.  

Dans notre étude, 180 peptides RGD sont exposés à la surface d’une seule particule de 30 nm 

et pourraient potentiellement favoriser la formation de clusters d’intégrines impliqué dans la 

régulation de la plupart des fonctions cellulaires. Nous avons comparé la morphologie cellulaire et la 

formation des AFs entre les cellules cultivées sur les VLP-RGD et sur fibronectine, pour compléter nos 

résultats.  

 

Les	VLP-RGD	modulent	l'étalement	des	cellules	C2C12	de	manière	dose	dépendante	

Tout d’abord, nous avons analysé la stabilité de la couche de VLP-RGD ou de fibronectine après 

18h d’incubation dans du milieu complet à 37°C. Après 18h d’incubation dans du milieu de culture, le 

revêtement de VLP-RGD reste homogène sur le substrat PDMS (Figure 39A, B). 

Nous avons analysé l’étalement des C2C12 en réponse aux VLP-RGD ou à la fibronectine à 

différentes concentrations après 18h de culture (Figure 39C, D). Les VLP-RGD stimulent l’étalement 

des cellules de façon dose-dépendante, la concentration de 65 µM de VLP-RGD conduisant à un 

étalement plus important (2945 µm²) que la concentration de 16 µM (2514 µm²) (Figure 35C). 

L’étalement est plus élevé avec la fibronectine que les VLP-RGD. En réponse à une forte concentration 

de fibronectine ou de VLP-RGD, on observe une grande proportion de cellules avec un étalement 

autour de 2500 et 4000 µm² dans les 2 conditions et une population de cellules autour de 7000 et 8500 

µm² pour la condition fibronectine (Figure 39F). De plus, les C2C12 adoptent une morphologie plus 

polarisée en réponse à la fibronectine comparée aux VLP-RGD (Figure 39G), ce qui explique la 

migration plus importante des cellules sur ce substrat.  

Nous avons également montré que les VLP-RGD étaient capables de promouvoir l’adhérence 

et l’étalement des cellules en l’absence de milieu supplémenté au SVF qui contient généralement des 

molécules adhésives comme la fibronectine (Figure 39D, E). Ces résultats soulignent le potentiel des 

VLP-RGD en tant que plateformes bioactives pour promouvoir l’adhérence cellulaire sans dépendre de 

molécules adhésives exogènes, telles que la fibronectine ou la vitronectine.  

Nous avons également évalué l’étalement et la morphologie du noyau en réponse à la 

fibronectine et aux VLP-RGD (Figure 39H, I). Les résultats montrent que le noyau des cellules s’étend 

davantage sur la fibronectine que sur les VLP-RGD (Figure 39H). En revanche, la morphologie du noyau 

des cellules est comparable dans les deux conditions (Figure 39I). Lors de la migration cellulaire in vivo, 
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l’étalement des cellules entraîne l’étalement du noyau via l’actine corticale et joue un rôle de mécano-

senseur dans la régulation d’une motilité dirigée34.  

 

 

Figure 39 : Comparaison de l’étalement et de la morphologie des cellules C2C12 sur la fibronectine 

et les VLP-RGD. (A) Intensité de fluorescence de la fibronectine et des VLP-RGD adsorbées sur les 

surfaces PDMS pendant 18h à 37°C dans du milieu de culture complet. (B) Immunomarquage de la 

fibronectine et des étiquettes 6-his. (C) Quantification de la surface d'étalement des cellules en µm² sur 

la fibronectine ou sur les VLP-RGD à différentes concentrations après 18h de culture (moyenne ± SEM). 

(D) Surface d'étalement des C2C12 en µm² sur les VLP-RGD après 18h de culture dans du milieu de 

culture avec ou sans sérum SVF (moyenne ± SEM). (C, D) Les valeurs de probabilité ont été obtenues 



par le test one-way ANOVA (Tukey) : **p<0.01, ***p<0.005 et ****p<0.001. (E) Immunomarquage des 

C2C12 sur les VLP-RGD après 18h de culture avec ou sans milieu de culture supplémenté en SVF (vert : 

actine F, bleu : noyau). Échelle : 30 µm. (F) Distribution de la surface des cellules et (H) du noyau des 

C2C12 après 18h de culture sur de la fibronectine ou sur les VLP-RGD. (G) Morphologie moyenne des 

cellules et (I) du noyau des cellules après 18h de culture sur de la fibronectine ou sur les VLP-RGD, 

analysé via Celltool. 

 

Les	 VLP-RGD	 stimulent	 la	 formation	 d’un	 plus	 grand	 nombre	 d’adhésion	 focales	 (AFs)	 à	 la	

périphérie	des	cellules		

Pour vérifier l'hypothèse d'une adhésion cellulaire plus forte sur les VLP-RGD, nous avons 

quantifié la formation d’AFs après 18h de culture sur les VLP-RGD ou sur la fibronectine (Figure 40A). 

en collaboration avec le laboratoire ERRMECe. Nous avons utilisé la vinculine, protéine impliquée dans 

la formation des AFs, pour quantifier l'intensité de fluorescence et la distribution de ces structures. Le 

logiciel Cellpose, utilisé pour la segmentation des cellules212, a permis de générer un champ vectoriel 

dans la cellule (segmentation subcellulaire) en partant du noyau comme point central jusqu’à la 

périphérie (Figure 40B). Les profils d’intensité des régions segmentées ont été récupérés pour générer 

les graphiques (Figure 40C, D, E, F). La Figure 40B représente les morphologies moyennes des 

cellules/noyaux par condition obtenues par l'analyse sur le logiciel Celltool213, chacune étant ensuite 

normalisée et transformée en heatmap en fonction du paramètre mesuré. Les résultats sont 

représentés avec la densité moyenne de la vinculine (Figure 40C) ou le nombre d’AFs (Figure 40D) en 

fonction de la distance normalisée entre la périphérie du noyau (proche de 0) et la membrane des 

cellules (proche de 1).  

La distribution des AFs diffère entre les cellules cultivées sur la fibronectine et celles cultivées 

sur les VLP-RGD. Sur les VLP-RGD, les AFs sont distribuées de manière hétérogène, avec une 

accumulation plus importante en périphérie cellulaire, tandis que sur la fibronectine, la distribution 

est homogène (Figure 40B et D). En revanche, le nombre total et la taille moyenne des AFs par cellule 

restent comparables dans les deux conditions (Figure 40E et F). 

 Il a été montré que la formation de AFs en clusters régule la motilité cellulaire et que leur taille 

prédit la migration des cellules indépendamment de leur densité et de leur composition moléculaire223. 

Ces travaux ont également montré qu’il n’y a pas de corrélation significative entre le nombre total 

d’AFs, la densité de leur surface et la vitesse de migration des cellules. En revanche, la vitesse des 

cellules augmente lorsque la taille des AFs augmente223. Bien que le taille moyenne des AFs ne diffèrent 

pas significativement entre nos deux conditions, les AFs sont préférentiellement localisées en 

périphérie cellulaire sur les VLP-RGD. Ces observations suggèrent que les VLP-RGD influencent 

l’organisation spatiale des AFs dans les cellules.  
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Une distribution périphérique accrue des AFs en réponse aux VLP-RGD pourrait suggérer une 

modulation de la migration cellulaire. Cette observation pourrait suggérer que la formation de 

lamellipodes (protrusions membranaires) est plus importante au front des cellules. Or, les cellules 

cultivées sur les VLP-RGD adoptent une morphologie moins polarisée et une migration moins 

importante. Cette morphologie moins polarisée pourrait être due à une répartition plus importante 

des forces d’adhésion en périphérie, limitant la formation de fronts directionnels. Ceci pourrait 

suggérer un recrutement plus important de clusters d’intégrines à la périphérie des cellules puisqu’il a 

été établi que l’adhésion cellulaire est renforcée par ces clusters en réponse aux peptides RGD par 

rapport à la fibronectine21,222.  

Une autre hypothèse pour expliquer le recrutement important des AFs à la périphérie des 

cellules cultivées sur les VLP-RGD est leur internalisation. Cette hypothèse pourrait être explorée en 

utilisant des molécules fluorescentes ciblant le peptide RGD afin de suivre leur localisation au sein des 

cellules durant leur migration. 

 

 

Figure 40 : Les VLP-RGD stimulent un grand nombre d’AFs à la périphérie des cellules C2C12. (A) 

Immunomarquage de la vinculine (magenta), des filaments d’actine F (vert) et du noyau (bleu) des 

cellules C2C12 après 18h de culture sur la fibronectine ou les VLP-RGD adsorbées sur PDMS. Échelle : 

30 µm. (B) Représentations de la morphologie et de la distribution moyenne du nombre d’AFs des C2C12 

en réponse à la fibronectine ou aux VLP-RGD (heatmap). (C) Distribution de la densité de la vinculine 

(intégrale=1) et (D) du nombre d’AFs en fonction de la distance entre la périphérie du noyau (proche de 

0) et la membrane des cellules (proche de 1). (E) Nombre total moyen et (F) la taille moyenne des AFs 

par cellule en réponse à la fibronectine ou aux VLP-RGD. 

 



Les	VLP-RGD	stimulent	un	recrutement	d'un	plus	grand	nombre	de	récepteurs	intégrines	β1		

Nous avons ensuite étudié le recrutement et la localisation des récepteurs intégrines β1 et αvβ1 

dans les cellules, en réponse aux VLP-RGD ou à la fibronectine (Figure 41E). Les intégrines β1 et αvβ3 

ont été marquées pour quantifier la distribution de l’intensité de fluorescence dans les cellules en 

utilisant les logiciels Cellpose et Celltool comme précédemment. Le nombre de clusters d’intégrines 

αvβ3 a été quantifié à partir de la périphérie du noyau vers la membrane des cellules (Figure 41C).  

Nous avons montré que les cellules ensemencées sur les VLP-RGD présentent un signal de 

fluorescence plus important après immunomarquage des intégrines β1 par rapport à la fibronectine 

(Figure 41A). En revanche, leur distribution est homogène dans les deux conditions (Figure 41D).  

Le recrutement important d'intégrines β1 en réponse aux VLP-RGD pourrait suggérer une 

augmentation des forces d'adhésion, favorisée par la forte densité de sites RGD. De nombreux 

récepteurs intégrines avec une sous-unité β1, tels que α5β1, αvβ1 et α8β1
29, sont spécifiques aux sites 

RGD, ce qui pourrait expliquer un recrutement élevé de récepteurs intégrines β1 par les VLP-RGD. La 

présence de 180 peptides RGD à la surface de la VLP pourrait stimuler une formation plus importante 

de clusters β1 via une signalisation outside-in.  

En revanche, la distribution de ces intégrines ne suit pas celle des AFs en réponse aux VLP-RGD, 

ce qui suggère que d’autres types d’intégrines sont recrutés en périphérie cellulaire. 

 

Il a été démontré que le recrutement des récepteurs intégrines αvβ3 est régulé par les 

intégrines α5β1 dans les cellules226. Ces deux types de récepteurs intégrines coopèrent durant 

l'adhérence et la migration des cellules et sont impliqués dans la mécano-signalisation226. Nous avons 

analysé le recrutement et la localisation de ces intégrines dans les cellules en réponse aux VLP-RGD ou 

à la fibronectine (Figure 41B, C). Nous avons montré que les clusters d’intégrines αvβ3 sont plus 

recrutés dans les cellules cultivées sur la fibronectine, avec un recrutement plus important à proximité 

du noyau des cellules comparé aux VLP-RGD (Figure 41B, C, D). 

Le recrutement des intégrines αvβ3 dans la formation des AFs est régulé par les intégrines α5β1 

durant l'étalement des cellules et la maturation des AFs226. Ces résultats expliquent l'étalement plus 

important des cellules sur la fibronectine que sur les VLP-RGD. De plus, les intégrines αvβ3 sont 

localisées davantage en périphérie cellulaire en réponse à la fibronectine, ce qui suggère que la 

maturation des AFs impliquées dans l'adhérence et la migration des cellules est plus importante à la 

périphérie des cellules. Plus intéressant encore, les VLP-RGD induisent un recrutement moins 

important des intégrines αvβ3 à la périphérie des cellules, ce qui peut expliquer un étalement et un 

phénotype migratoire des cellules moins importants.  

Les travaux de Lin et al. ont démontré que l’activation des intégrines β1 favorise 

significativement les forces de traction cellulaires, comparées aux intégrines β3
233. La localisation plus 
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importante des intégrines β1 en réponse aux VLP-RGD pourrait suggérer une activation plus importante 

de ces intégrines, favorisant ainsi une force de traction cellulaire.  

 

 

Figure 41 : Effet de la fibronectine et des VLP-RGD sur le recrutement des récepteurs intégrines β1 et 

αvβ3 dans les cellules C2C12. Distribution de l'intensité de fluorescence des intégrines β1 (A) et (B) αvβ3 

dans les cellules, avec une représentation de l’intensité de fluorescence moyenne totale (moyenne ± 

SD). Les valeurs de probabilité ont été obtenues par le test-t student. (C) Distribution du nombre de 

clusters d’intégrines αvβ3 en fonction de la distance normalisée entre la périphérie du noyau à la 

membrane des cellules. (D) Représentations de la morphologie et de la distribution moyenne de 

l'intensité des intégrines β1 et αvβ3 dans les C2C12 cultivées sur la fibronectine ou les VLP-RGD 

(heatmap). (E) Immunomarquage du noyau (bleu), des filaments d’actine F (vert), des intégrines β1 

(rouge) et αvβ3 (magenta) des C2C12 après 18h de culture sur la fibronectine et les VLP-RGD adsorbées 

sur PDMS.  

 



Des	hydrogels	d’alginate	 fonctionnalisés	avec	 les	VLP-RGD	stimulent	 l’adhérence	

des	cellules	C2C12.	

 
Pour compléter cette étude sur l’adhérence des C2C12 en réponse aux VLP-RGD par rapport à 

la fibronectine, nous avons évalué leur étalement sur des hydrogels d’alginate (Figure 42). Des moules 

d’hydrogels d’alginate à 2% ont été préparés en présence d’une solution d’alginate et de calcium à 0,5 

M pour la réticulation. Après la polymérisation des hydrogels, des moules d’alginate de 1 cm de 

diamètre ont été obtenus (Figure 42B). Les C2C12 ont été cultivées pendant 24h sur ces hydrogels, soit 

fonctionnalisés avec des VLP-RGD, soit avec de la fibronectine. Les résultats montrent que les 

hydrogels fonctionnalisés avec les VLP-RGD stimulent un étalement cellulaire significativement plus 

important que les hydrogels non fonctionnalisés (PBS) (Figure 42D). De plus, cet étalement est 

comparable à celui observé sur les hydrogels fonctionnalisés avec de la fibronectine.  

Ces observations montrent l’importance des sites RGD dans la fonctionnalisation de matériaux 

pour promouvoir l’adhérence cellulaire dans la conception de biomatériaux. 

 

 

Figure 42 : Des hydrogels d’alginate fonctionnalisés avec les VLP-RGD stimulent l’adhérence et 

l’étalement des C2C12. (A) Schéma illustrant la préparation de moules d’alginate en utilisant une 

solution d’alginate à 2% supplémentée au calcium à 0.5 M pour la réticulation. (B) Images des moules 

d’alginate obtenus avec un diamètre interne moyen de 10 à 12 nm et une épaisseur de 1 à 1,5 nm. (C) 

Schéma d’illustration de l’ensemencement des cellules C2C12 à la surface d’hydrogel d’alginate 

fonctionnalisé avec les VLP-RGD. (D) Quantification de la surface moyenne des C2C12 cultivées pendant 

24h sur des hydrogels d’alginate à 2% fonctionnalisé avec du PBS, les VLP-RGD ou de la fibronectine. 

Les valeurs sont représentées en moyenne ± SD. Les tests statistiques ont été obtenus par le test one-

way ANOVA (Tukey), ***p<0.005. (E) Immunomarquage des C2C12 après 24h de culture sur les 

hydrogels fonctionnalisés avec de la fibronectine et les VLP-RGD ou recouverts de PBS. 
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II. Conception	 de	 particules	 multifonctionnelles	 avec	 divers	 peptides	

bioactifs	grâce	au	couplage	SpyCatcher	:	SpyTag.	

 
Nos premières études ont démontré l’efficacité de VLPs génétiquement fusionnés à des 

peptides bioactifs pour stimuler diverses fonctions cellulaires sur des substrats PDMS. En revanche, le 

contrôle de la stœchiométrie de différents peptides à la surface des VLPs par modification génétique 

est une des majeures limites de ce système. L’utilisation du système SpyCatcher : SpyTag offre une 

solution prometteuse pour contrôler la densité et la stœchiométrie de peptides bioactifs à la surface 

des VLPs SpyCatcher. 

 

Pour la suite du projet, nous avons conçu divers peptides bioactifs couplés à une séquence 

SpyTag (SpyT) pour former des particules multifonctionnelles en utilisant la particule SpyCatcher 

d’AP205 (SpyC). Le gène de la capside d’enveloppe AP205-CP3 est fusionné à une étiquette 6-his en 5’ 

et au gène codant pour le monomère SpyC en 3’ (Figure 43A). La VLP d’AP205 peut être ainsi utilisée 

avec le système de couplage SpyC : SpyT pour créer des autoassemblages protéiques multifonctionnels 

par interaction covalente isopeptidique (Figure 43A, B, C). Cela permet l’insertion polyvalente de 

divers peptides couplés à un SpyT à la surface des VLPs SpyCatcher. 

Pour cela, différentes constructions SpyTag-Elastine (ELP) fusionnées à une séquence du 

peptide RGD, YIGSR, IKVAV ou Collagène - I (COL-I) ont été conçues par clonage moléculaire à partir de 

la matrice SpyTag-ELP-SpyTag (Addgene ID : 112634) (Figure 43D).  

L’analyse des colonies de bactéries transformées par PCR montre la présence des inserts SpyT-

ELP-RGD, SpyT-ELP-YIGSR, SpyT-ELP-IKVAV et SpyT-ELP-COL-I aux tailles attendues.  

Ces différents SpyT-ELP-ligands pourront être utilisés pour fonctionnaliser la particule 

SpyCatcher, permettant ainsi la conception d’hydrogels 3D par polymérisation via l’ELP (Figure 43F). 

 



 

Figure 43 : Conception de particules multifonctionnelles avec des peptides bioactifs grâce au 

couplage SpyCatcher : SpyTag pour la formation d’hydrogel 3D. (A) Schéma illustratif du gène codant 

le monomère AP205 SpyCatcher avec le gène de la capside d’enveloppe AP205-CP3 fusionné à une 

étiquette 6-his et au gène codant pour le monomère SpyCatcher. (B) Illustration de l'assemblage de 180 

monomères AP205-SpyCatcher pour former les VLPs. (C) Schéma illustrant l’interaction covalente entre 

un monomère AP205-SpyCatcher et un SpyTag par liaison isopeptidique, permettant l’attachement 

covalent de peptides à la surface des VLPs. (D) Schéma illustrant la construction des différents gènes 

SpyTag-Elastine fusionnés à une séquence du peptide RGD, YIGSR, IKVAV ou Collagène - I (COL-I). (E) 

Analyse des colonies de bactéries transformées par PCR pour vérifier la présence des inserts SpyTag-

ELP-RGD, SpyTag-ELP-YIGSR, SpyTag-ELP-IKVAV et SpyTag-ELP-COL-I. Les bandes correspondent aux 

tailles attendues des fragments insérés dans le plasmide pet15b par recombinaison homologue. (F) 

Schéma illustrant la formation de particules multifonctionnelles SpyCatcher présentant divers peptides 

bioactifs via l’interaction covalente SpyCatcher : SpyTag, pour la conception d’hydrogel 3D par 

polymérisation via l’ELP. 
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Couplage	de	VLPs	SpyCatcher	avec	divers	ligands	Spytag	

 
 Pour réaliser les tests de couplage SpyC : SpyT, nous avons purifié par chromatographie 

d’affinité les VLPs SpyCatcher (Figure 44A). La Figure 44A montre un pic d’élution à 280 nm 

correspondant à l’élution des VLPs SpyCatcher. La taille attendue du monomère AP205-SpyC a été 

confirmée par SDS-PAGE en conditions dénaturantes, avec une bande située à environ 37 kDa (Figure 

44B).  

 Nous avons réalisé de premiers tests de couplage SpyC : SpyT en utilisant les SpyT-ELP-RGD et 

les SpyT fluorescents, SpyT-sfGFP (Addgene ID : 133454) et SpyT-mKate2 (Addgene ID : 133452) (Figure 

44C). L’utilisation des SpyT fluorescents permet de créer des VLPs fluorescentes facilement détectables 

par imagerie et spectroscopie, ce qui est utile pour des études ultérieures.  

 L’interaction covalente entre les ligands SpyT et les VLPs SpyCatcher a été évaluée sous 

différents ratios moléculaires afin de déterminer le ratio optimal permettant une saturation totale des 

monomères AP205-SpyC par les ligands SpyT. Les ratios testés sont d’un ligand par monomère (1 : 1) 

et de deux ligands par monomère (2 : 1). Les associations ont été effectuées pendant 2 heures à 

température ambiante sous agitation.  

 Nous avons évalué l’interaction covalente entre les VLPs SpyC et les ligands SpyT par SDS-PAGE 

en conditions dénaturantes (Figure 44D). La Figure 44D montre les tailles moléculaires attendues des 

protéines seules ou en association avec les VLPs SpyC après leur purification. Les SpyT-mKate2 (29 

kDa), SpyT-sfGFP (30 kDa) et SpyT-ELP-RGD (20 kDa) migrent à la taille attendue. Lorsque les ligands 

SpyT sont associés aux VLPs SpyC à un ratio 1 : 1, on observe un décalage des bandes à environ 60 kDa 

pour les SpyT fluorescents liés aux monomères AP205-SpyC. On observe également une bande à 

environ 50 kDa pour les SpyT-ELP-RGD liés aux monomères AP205-SpyC (Figure 44D). Ceci démontre 

l’interaction covalente entre les ligands SpyT et les VLPs SpyC. Avec un ratio 2 : 1, l’interaction entre 

les ligands SpyT et les VLPs SpyC se produit également, mais on observe des bandes plus intenses 

correspondants aux ligands non liés aux monomères AP205-SpC, ce qui indique un excès de SpyT. Cela 

montre qu’il est possible de saturer la surface des VLPs SpyC avec les ligands SpyT en ajustant les ratios 

moléculaires, créant ainsi une plateforme de présentation de ligands flexible.  

 Nous avons pu confirmer l’association covalente entre les VLPs SpyC et les ligands SpyT avec 

un ratio moléculaire 1 : 1, par chromatographie d’exclusion stérique (Figure 44E). Les profils 

d’exclusion montrent un décalage des pics après l’association des VLPs SpyC avec les SpyT-sfGFP, les 

SpyT-ELP-RGD et les SpyT-ELP-SpyT (9,8 ml pour les VLPs SpyC seules à 9,3 ml pour les complexes). Les 

profils d’exclusion révèlent un pic majoritaire dans la région du mégadalton. Ceci indique que la plupart 



des ligands SpyT sont liés aux VLPs SpyC, comme démontré précédemment par l’analyse SDS-PAGE en 

utilisant un ratio 1 : 1.  

 Ces résultats démontrent que le système de couplage SpyC : SpyT est efficace pour créer des 

VLPs fonctionnalisées avec divers peptides. En ajustant les ratios moléculaires, il est possible de 

contrôler la densité de ligands à la surface des VLPs, offrant une plateforme polyvalente pour des 

applications en biomatériaux.  

 Nous avons étudié l’adhérence et l’étalement des C2C12 en réponse aux particules SpyC : SpyT-

ELP-RGD, comparées aux VLP-RGD utilisées dans nos travaux initiaux, afin de démontrer la disponibilité 

des peptides RGD associés à l’élastine (ELP) (Figure 44F, G). Les C2C12 ont été cultivées pendant 18h 

sur les VLPs SpyC seuls, les complexes SpyC VLP : SpyT-ELP-RGD, les VLP-RGD et la fibronectine, 

adsorbés sur PDMS. Les résultats montrent un étalement significatif des C2C12 sur les complexes SpyC 

VLP : SpyT-ELP-RGD comparé aux VLPs SpyC seuls, et de façon comparable à celui observé avec les VLP-

RGD. Ceci montre que l’élastine n’affecte pas la disponibilité des peptides RGD à la surface des VLPs 

SpyC.  

 Ces résultats démontrent la faisabilité de créer des complexes SpyC : SpyT multifonctionnels 

et leur potentiel pour la formation d’hydrogels 3D via la polymérisation de l’élastine.  
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Figure 44 : Couplage des VLPs SpyCatcher avec les ligands SpyT. (A) Chromatogramme de purification 

des VLPs SpyC par affinité à 280 nm. (B) Analyse SDS-PAGE en conditions dénaturantes de VLPs SpyC 

après élution par chromatographie d’affinité. (C) Schéma de la construction des VLPs SpyC avec les 

SpyT-ELP-RGD, les SpyT-sfGFP (Addgene ID : 133454) et les SpyT-mKate2 (Addgene ID : 133452) pour 

obtenir des VLPs fonctionnalisées. (D) Analyse par SDS-PAGE en conditions dénaturantes des VLPs SpyC 

et des ligands SpyT seuls et après association covalente (2h à température ambiante) à différents ratios 

moléculaires (1 : 1 ou 2 : 1). (E) Profils d’exclusion à 280 nm des VLPs SpyC seuls et après association 

avec les ligands SpyT. (F) Quantification de la surface d’étalement (moyenne ± SEM) des C2C12 à partir 

de (G) l’immunomarquage des C2C12 (Actin F : vert) après 18h de culture sur les VLPs SpyC seules, les 

complexes SpyC : SpyT-ELP-RGD, les VLP-RGD ou la fibronectine, adsorbés sur PDMS.  

 

Conception	 de	 VLPs	 SpyC	 fusionnées	 aux	 SpyT-rhBMP2	 comme	 plateformes	 de	

stimulation	de	l’ostéogénèse.	

 
 Dans nos études précédentes, les peptides BMP2 à la surface des VLPs n’ont pas montré d’effet 

sur la différenciation des C2C12 en ostéoblastes. Nous avons alors développé une construction 

contenant la séquence de la protéine recombinante humaine 2 (rhBMP2) entière fusionnée à une 



étiquette 6-his et à une séquence SpyT à partir de la matrice SpyT-ELP-SpyT (Figure 45A). L’insertion 

de SpyTag permet de fonctionnaliser la surface des VLPs SpyC (Figure 45B). 

 Nous avons produit les SpyT-rhBMP2 dans les bactéries E. coli BL21 et les avons purifiés à partir 

des corps d’inclusion des bactéries en conditions dénaturantes (Figure 45C). Les SpyT-rhBMP2 purifiés 

en conditions dénaturantes ont été renaturés en se basant sur des protocoles de production et de 

renaturation de la rhBMP2 à partir des corps d’inclusion d’E. coli dans la littérature227-229. La 

renaturation de la rhBMP2 permet la formation des trois ponts disulfures nécessaires à son assemblage 

en homodimère, à sa bioactivité et à sa reconnaissance par les récepteurs BMPR-I et II. 

 Nous avons purifié les SpyT-rhBMP2 par affinité à partir des corps d’inclusion en conditions 

dénaturantes, avec une bande majoritaire observée à la taille attendue des monomères SpyT-rhBMP2 

(Figure 45D). Après renaturation, on observe la présence d’une bande correspondant à la taille de 

l’homodimère SpyT-rhBMP2, à environ 33 kDa, en l’absence d’agent réducteur BME (Figure 45D). En 

revanche, il reste une fraction de SpyT-rhBMP2 non renaturés avec une bande située à environ 16 kDa.  

 Des optimisations de protocole sont encore nécessaires pour permettre la renaturation 

complète des SpyT-rhBMP2, un processus chronophage qui n’a pu être achevé durant les travaux de 

cette thèse. 

 

 

Figure 45 : Conception de VLPs SpyCatcher fusionnées aux SpyT-rhBMP2 pour stimuler la 

différenciation ostéogénique. (A) Schéma de la construction de SpyT-rhBMP2. La séquence de la 

rhBMP2 est fusionnée à une étiquette 6-his et à la séquence SpyT en N-terminal, formant un complexe 

de 16,7 kDa. (B) Schéma illustrant la fonctionnalisation de VLPs SpC avec les SpyT-rhBMP2. (C) Analyse 

SDS-PAGE en conditions dénaturantes des étapes de production et de purification des SpyT-rhBMP2. 
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(D) Analyse SDS-PAGE de l’étape de purification de renaturation des SpyT-rhBMP2 à partir des corps 

d’inclusion après purification par affinité avec les billes d’agarose Ni-NTA. 

 

Conclusion	et	perspectives	

 
VLPs hétéromériques : Des nano-plateformes multifonctionnelles 

Les résultats de cette thèse démontrent le potentiel des VLPs en tant que plateformes 

polyvalentes pour présenter différents peptides capables de stimuler diverses fonctions cellulaires. 

Notre étude souligne leur capacité à mimer les interactions cellule-MEC in vivo (Figure 46).  

Nous avons montré que de multiples peptides peuvent être affichés à la surface des VLPs tout 

en préservant leur bioactivité. Les VLPs hétéromériques présentant le peptide RGD favorisent 

l'adhérence, la prolifération et la différenciation cellulaire. Cette présentation sphérique des peptides 

maximise leur exposition aux récepteurs cellulaires, offrant de nouvelles perspectives pour le 

développement de biomatériaux. Ces particules peuvent être utilisées pour fonctionnaliser des 

substrats de culture cellulaire. De plus, la combinaison de différents motifs peptidiques à la surface 

d’une même VLP permet d’étudier de nouvelles synergies entre les peptides issus de protéines de la 

MEC.  

 

 

Figure 46 : VLPs en tant que plateformes de signalisation pour stimuler diverses fonctions cellulaires. 



Un contrôle précis de la présentation des peptides à la surface des VLPs est crucial pour 

optimiser les interactions avec les récepteurs cellulaires. En particulier, la capacité des VLPs à favoriser 

le clustering des intégrines ouvre de nouvelles perspectives pour moduler la signalisation cellulaire et 

contrôler les processus biologiques. Une meilleure compréhension de ces assemblages peptidiques à 

l'échelle nanométrique sur le comportement cellulaire est essentielle pour concevoir de nouveaux 

biomatériaux innovants, notamment dans le domaine de la régénération tissulaire. Ce projet souligne 

l’avantage significatif de développer des VLPs fonctionnalisées par des moyens génétiques, permettant 

une fonctionnalisation encodable de ces nanoplateformes. Néanmoins, des recherches 

supplémentaires sont nécessaires pour optimiser la production et la reproductibilité de ces VLPs 

fonctionnalisées, afin de garantir leur efficacité et leur stabilité dans divers environnements 

biologiques. 

 
VLP-RGD : Vers de nouvelles stratégies thérapeutiques 

Nos résultats indiquent que les VLP-RGD stimulent l’étalement et la motilité cellulaire, bien 

que ces effets soient moins marqués que ceux de la fibronectine. Les VLP-RGD, en concentrant 180 

peptides sur une seule particule de 30 nm avec un espacement estimé à au moins 4 nm, offrent une 

grande densité de ligands. Étant donné que la largeur de la partie extracellulaire d'une intégrine αvβ3 

a été estimée à environ 3,1 Å (soit 0,31 nm), il est possible qu’un grand nombre de peptides RGD d’une 

même VLP interagissent potentiellement avec plusieurs intégrines224. Dans nos travaux, les VLP-RGD 

stimulent le recrutement des intégrines β1 et de αvβ3 en clusters. Ces observations suggèrent que ces 

particules favorisent l’assemblage de complexes d’adhésion intégrine-cytosquelette nécessaires à la 

transmission des signaux d’adhésion, de prolifération et de différenciation.  

Le RGD à la surface des VLPs peut être utilisé pour faciliter l'adhérence cellulaire via les 

récepteurs intégrines, afin de cibler les cellules cancéreuses dans les applications de nanomédecine. 

Les peptides RGD ont fait l'objet de nombreuses recherches en vue de leur utilisation en 

biotechnologie et en médecine, particulièrement récemment pour le ciblage du cancer230. Les VLP-RGD 

peuvent être utilisées pour désagréger et inhiber la formation de sphéroïdes. Nous avons réalisé des 

tests de formation de sphéroïdes en présence de VLP-RGD, de VLPs sans peptides ou de fibronectine 

pendant 20h et 60h, en collaboration avec les laboratoires ERRMECe et ENS. Lors de ces premiers tests, 

nous avons observé une diminution significative de l’aire des sphéroïdes en présence de VLP-RGD par 

rapport à la fibronectine après 20h et 60h. Des tests supplémentaires sont encore nécessaires pour 

compléter ces résultats. Ces observations ouvrent de nouvelles perspectives sur l’utilisation de VLP-

RGD pour inhiber la formation de sphéroïdes en ciblant des intégrines spécifiques surexprimées dans 

certains cancers230. Nos résultats montrent également que les VLP-RGD réduisent significativement la 
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motilité cellulaire comparée à la fibronectine, suggérant leur potentiel pour limiter la migration de 

cellules cancéreuses. 

Le couplage de peptides RGD avec d'autres motifs peptidiques bioactifs à la surface des VLPs 

peut également s'avérer prometteur pour améliorer l'efficacité de l'administration des 

médicaments230. Ceci constitue une alternative aux systèmes d’administration de médicaments à base 

de peptides, qui présentent certaines limites (ex. ciblage, biodisponibilité, instabilité in vivo)231. 

Certains peptides sont sensibles à la dégradation protéolytique ou enzymatique. Pour limiter cela, la 

surface de la VLP peut servir de plateforme stable et robuste pour la co-présentation de peptides RGD 

et antimicrobiens pour favoriser l’implantation de biomatériaux en réduisant le risque d’infection.  

 

Limites de l’utilisation de ce système 

 Dans notre système actuel, la stœchiométrie à la surface des particules est directement liée à 

la force des promoteurs, ce qui entraîne un rapport stœchiométrique de un pour un. De ce fait, il est 

difficile d’ajuster la stœchiométrie par des moyens génétiques, et il est également complexe de 

produire des particules présentant plus de deux peptides différents. En outre, l’expression de 

protéines entières à la surface des VLPs, telle que la rhBMP2, reste un défi. 

Une possibilité, que nous avons commencé à explorer, consiste à ajouter les peptides dans une 

deuxième étape en utilisant les systèmes de couplage SpyCatcher : SpyTag, qui a été utilisé avec succès 

pour développer des vaccins multivalents. Cela permettrait de combiner plusieurs peptides à la surface 

des VLPs avec une stœchiométrie spécifique. Ce système est prometteur non seulement pour le 

développement de vaccins, mais aussi dans la conception d'hydrogels 3D208,209. Nous avons démontré 

l’efficacité de ce système pour conjuguer des peptides à la surface des VLPs à différentes 

stœchiométries, ouvrant des perspectives pour l’élaboration d’hydrogels 3D multifonctionnels. De 

plus, nous avons pu concevoir par clonage moléculaire, et produire la protéine entière rhBMP2 

fusionnée au SpyTag, afin de pallier les résultats non concluants de la bioactivité du peptide BMP2 sur 

la différenciation ostéogénique. 

Pour la continuité du projet, nous avons conçu diverses protéines de fusion SpyTag-élastine 

combinées à des peptides bioactifs dérivés du collagène I (GLPGER), de la laminine (YIGSR et IKVAV) et 

de la fibronectine (RGD). Ces constructions seront utilisées dans un projet ANR visant à développer des 

réseaux protéiques multifonctionnels. L’objectif est de créer des échafaudages 3D par 

photopolymérisation, qui serviront de supports pour la présentation de ligands SpyTag. Ces ligands 

interagiront avec les VLPs SpyCatcher, pour construire des interfaces matériaux/cellules. Le second 

objectif est de fusionner des polymères PEG-PLA (poly(éthylène glycol)-polylactide) aux SpyTag. Ces 

co-polymères interagiront avec les VLPs SpyCatcher pour former des élastomères et des hydrogels 3D. 



Ces matériaux offriront des propriétés mécaniques et une dégradation ajustables en fonction des 

applications envisagées. 
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Annexes		
 

 
 
Figure 47 : (A) Profil d'exclusion des VLPs d’AP205 à 280 nm. (B) Gel SDS-PAGE des fractions d'élution 

VLPs d’AP205, récoltées après la chromatographie d’exclusion stérique. 

 
 

 
 

Figure 48 : Image TEM des VLP-RGD (coloration négative). Les VLP-RGD adsorbées sur des grilles de 
microscopie électronique en carbone/formvar. 

 

 
 

Figure 49 : Gel SDS-PAGE des étapes de production et de purification des VLPs d’AP205. 



 
 

Figure 50 : Gel SDS-PAGE des étapes de production et de purification des VLP-RGD. 

 

 
 

Figure 51 : Gel SDS-PAGE des étapes de production et de purification des VLP-YIGSR. 

 

 
 

Figure 52 : Gel SDS-PAGE des étapes de production et de purification des VLP-BMP2. 



   
 

135 
 

 
 

Figure 53 : Gel SDS-PAGE des étapes de production et de purification des VLP RGD-BMP2. 
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