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Abréviations & symboles

Abreéviations & Symboles

Polyélectrolytes

HA : Acide hyaluronique

PDADMA : Poly(diallyldiméthylammonium)

PLL : Poly(L-lysine)

PAH : Poly(allylamine)

PGA: Poly(acide-L-glutamique)

PSS : Poly(4-styréne sulfonate de sodium)

PLLF'®: Poly(L-lysine) greffée & I'isothiocyanate de ftescéine

PSS poly(4-styréne sulfonate de sodium) greffé a hacryloxyéthyl-thiocarbamoyl

rhodamine B

Les matrices
PA: Acide polyacrilamide
PDMS: Poly(diméthylsiloxane)

PEMs : Films multicouches de polyélectrolytes

Réactifs et solvants utilisés

DMSO : Dimethylsulfoxyde

EDC : 1-Ethyl-3-(3-diméthylamino-propyl) carbodiida
EDTA: Ethylene diamine tétraacétique

FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

HCI : Acide chlorhydrique



Abréviations & symboles

Nacl : Chlorure de sodium

NHS: N-hydroxysulfo succinimide

NP-40 : Nonyl phenoxyl polyéthoxyéthanol
PFA : Paraformaldéhyde

pNPP : p-nitrophényl phosphate

Rho : Rhodamine succinimidylester

SDS : Sodium dodecyl sulfate

TBS-T : Tris buffer saline tween

Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane

TRITC : Tetramethyl rhodamine 5,6-isothiocyanate

Appareils et technigues utilisés

AFM : Microscopie a force atomique
CLSM : Microscopie confocale a balayage laser

QCM-D : Microbalance a cristal de quartz avec giason

Milieux de culture

FBS : foetal bovine serum
PBS : phosphate-buffered saline

RPMI 1640 : “ Roswell Parc Memorial Institute”

Molécules biologiques et proteines

ADN: Acide désoxyribonucléigue
ADN Pol : ADN polymérase

ARN: Acide ribonucléique
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ARN Pol : ARN polymérase

ARC: Activator regulated co-factor
ARNnNh: ARN nucléaires hétérogénes
Arp2/3: Actin related protein 2/3
ATP: Adénosine triphosphate

CRSP : Co-factor required for Sp1
CTP: Cytosine triphosphate

ERK: Extracellular signal regulated kinase

Abréviations & symboles

FAs: Foca adhesion (point d’ancragdyiSH : a-melanocyte-stimulating hormone

FAK : Focal adhesion kinase
FERM : ezrin radixin moesin
(Hormone mélanostimulante

ES: Early S phase

hnRNPs: heterogeneous nuclear ribonucleoproteirpExas

ILK: Integrin linked kinase

JNK: Jun N-terminal kinase

LD: motif riche en leucines

LIM : Lin 11, Isl 1, Mec-3

LS: Late S phase

MAPK: Mitogen activated protein kinase
MSCs: cellules souches mésenchymateuses
MEC: Matrice extracellulaire

MS: Medium S phase

MR: Mismatch repair

OR: Origine de réplication
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Abréviations & symboles

ROCK: Rho associated kinase

PBAF: Poly-bromo-associated BAF

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen
RGD: tripeptide Arginine-Glycine-Asparagine
RP-A: Replication protein-A

SnNRNP : Small nuclear ribonucleoprotein
Spl: Small protein 1

Src: Rous Sarcoma virus

SWI/SNF: SWITCH/Sucrose Non Fermentable
SSB: Single strand binding

TBP: TATA binding protein

TF: Transcription Factor

TIAM1: T-cell lymphoma invasion and metastasis 1
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Avant-propos

Avant-propos

Les forces mécaniques ont une implication prépardérdans la croissance et la
morphologie de tous les tissus et organes de notps. Cependant, il y a a peine une décade,
les mécanismes par lesquels chaque cellule paresisignaux mécaniques et les traduit en
signaux biochimiques étaient encore peu connugobaeptualisation de nouveaux substrats
biomimétiques alliés au développement de techniqiescaractérisation de la réponse
cellulaire a unstimuli physique permettent dorénavant des avancées éoasids dans le
domaine. Il s’agit notamment de déterminer l'inflae des forces mécaniques sur les
processus d'adhésion, de dynamique et de migragbualaire...jusqu’a I'expression de gene.
Des domaines tres spécifiques tels que l'ingénigsmulaire, la médecine régénérative, les
biomatériaux implantables, la biologie du développet et également la cancérologie,
peuvent bénéficier de l'avancée de ces prodigieusamaissances tant sur le plan

thérapeutique que fondamental.

Pourquoi nous sommes nous intéressés au role @estioité du substrat sur les
activités nucléaires de réplication, de transaiptet de transport de la protéine hnRNP Al ?
Les efforts concernant le réle des propriétés moas du substrat sur le comportement
cellulaire et la compréhension des phénomenes dmmo@ransduction ont essentiellement
porté sur les premieres étapes de l'adhésion aglulavec comme conséquences
« spectaculaires », par exemple, la découverténdieiénce de I'élasticité de la matrice sur la
différentiation de cellules souches meésenchymaseligagler et al., 2006). Les aspects
suivants ont été caractérisés a I'échelle moléaulal) I'impact d’'une force physique sur un
acteur bien déterminé de l'adhésion cellulaire tgre de la matrice extracellulaire,
intégrines...) ; 2) la perception du signal physiquag ce récepteur et sa transmission en

cascade a d’autres facteurs cellulaires jusqu’a@svde signalisation concernées. Bien que
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beaucoup d’étapes intermédiaires soient encore@aaues, nous avons choisi de faire « un
bond » au niveau du noyau pour étudier I'effet ‘@éasticité du substrat sur le matériel
génétique qu’il contient. L'objectif initial visegélement a identifier les liens physiques
susceptibles d’étre impliqgués entre des constituamjeurs de I'adhésion cellulaire et du
cytosquelette avec le noyau. Nous avons ainsi chimgs fonctions impliquées, a trois
niveaux différents, dans les voies génétiques foretales par lesquelles I'information est
exprimeée : la réplication pour 'ADN, la transciiot pour 'ARN et la localisation nucléaire
de la protéine hnRNP Al pour le transport intradaite. Le r6le de I'élasticité du substrat
sur ces activités nucléaires a été étudié a pdetircellules épithéliale PtK2 de rein de
kangourou synchronisées mécaniquement en mitosst §ar ce méme procédé qu'il a été
possible d’étudier la contribution de I'élasticité substrat sur les cellules en mitose, aspect

de mécanotransduction encore peu abordé a cetbe dheacycle cellulaire.

L’équipe Il du laboratoire « biomatériaux et ingéne tissulaire » de I'UMR 977,
dans lequel jai effectué ma these, développe degnmaux biomimétiques a partir de
matrices synthétiques ou naturelles auto-assemhléesibstrat modele que j'ai utilisé est un
film multicouche de polycations et polyanions aassemblés couche par couche (Decher,
1997) aux propriétés contrblées en terme d’épaisskeuviscoélasticité et de rigidité. Les
films sont composés de deux strates construitesrté pde deux couples de polyélectrolytes
différents : une strate épaisse et molle constitukacide poly-L-lysine et d’acide
hyaluronique (PLL/HA) et une strate trés mince @tedconstituée de poly(styréne) sulfonate
et de polyallylamine (PSS/PAH). La rigidité desmid (PLL/HA)4(PSS/PAH) augmente
avec le nombre n de paires de couche déposéegdshe ainsi de quelques kPa pourn =0, a
500 kPa pour n = 12, couvrant ainsi la gamme di€lés des tissus vivants. L'organisation,
spatiale de la réplication et de la transcriptigieaprécédemment tres bien identifiée dans des

cellules épithéliales (PtK2) (Ferreira et al., 1p@8%&st pourquoi jai sélectionné ce modéle
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cellulaire au cours de ma thése. Le travail pré&selains ce mémoire s’articule autour de
guatre chapitres. Le premier chapitre est consaaré généralités abordant a la fois la
problématique soulevée ainsi que les différentslsodisponibles pour étudier la réponse
cellulaire a un signal mécanique. Dans ce chapjmbprde également la question de la

mécanotransduction et les différents constituasitalaires étudiés dans ce travail de thése.

Le chapitre 2 décrit de maniére détaillée les édéfiits réactifs et protocoles

expérimentaux utilisés pour répondre aux différejigestions posées.

Le troisieme chapitre expose les résultats obtdans la premiere partie de ma thése
sur le role de I'élasticité du substrat sur laidgtion et la transcription de cellules épithékale

PtK2.

Enfin, le chapitre quatre concerne la deuxieméede mes travaux de these et traite

du réle de I'élasticité du substrat sur la mitosecdllules épithéliales PtK2.
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1.1 Problématique

L’élaboration de biomatériaux pour l'ingénierisdtillaire est confrontée a la grande
complexité de I'environnement extracellulaire natuta matrice extracellulaire naturelle est
un réseau fibreux tridimensionnel trés complexesmiiganisent des fibres et des espaces
contenant de nombreux signaux biochimiques tels dpgefacteurs solubles sécrétés d’'une
grande diversité de composition chimique. Cet emviement comprend également une
grande variabilité de propriétés physiques ; corpareexemple la topographie, I'élasticité et

la compliance (figure 1.1).

Factors regulating stem cell fate

=Zoluble
factors | Mesencrymal Substrate elasticity

stem cell

1 kPa [soft 10 kPa 100 kPa (rigid)

neuranal muscle bone

Figure 1.1. Facteurs régulant la différenciation ellulaire. Adaptée d’Even-Ram et al., 2006.

Localement, les cellules doivent faire face a datiauels remaniements de ces
ensembles de parametres. Au cours de I'étalemenieda migration cellulaire les cellules
rencontrent en permanence de nouveaux ligands. cBkgles stabilisées dans un tissu
pendant plusieurs jours perdent leur dynamique dgration tout en renouvelant
régulierement les contacts qu’elles ont établiseelst matrice extracellulaire et ses protéines

du cytosquelette. Ces cellules non migratoires noowrsubir, au cours du temps, des
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changements du microenvironnement suite a uneatitiér naturelle ou pathologiques de
celui-ci (Davies, 1995 ; Sadoshima et Izumo, 199@ne Smith et al., 2000). De nouveaux
contacts pourront se substituer aux contacts intaors perdus.

D’autres cellules migratoires rencontreront desirennements chimiquement et
mécaniquement différents. Par exemple, au coulseutedéveloppement, des cellules de la
créte neuronale traversent différents stroma easfitdaires. Pour coloniser des organes
cibles, les lymphocytes circulants traversent diifés tissus. Egalement, au cours de
processus pathologiques tel que la disséminatiomastadique, les cellules tumorales
acquierent la capacité de migrer dans le stronsqwa maintenant, les interactions matrice
extracellulaire - cellules, responsables de cesgssus, sont généralement abordéestro
par des approches biochimiques. Aussi, les substitilisés pour la culture cellulaire sont
composés généralement de polystyréne ou de veategst-a-dire que leurs surfaces sont
extrémement rigides comparées aux matrices desstig&zants. Depuis cette derniere
décennie, grace a la fabrication de systemes mod#tgrants certaines propriétés physiques
de la matrice extracellulaire naturelle, des avescémportantes ont pu étre réalisées
notamment dans I'appréciation de la réponse cakulas-a-vis de parametres physiques. Ces
connaissances permettront une meilleure conceptien nouveaux biomatériaux pour
'ingénierie tissulaire. Dans ce chapitre, les teghes d'évaluations des propriétés
mécaniques du microenvironnement notamment I'éigstidu substrat seront évoquées.
Quelgues systemes de substrats synthétiques aiciédastvariables, dont les films
multicouches de polyélectrolytes seront exposésprésenterai ensuite une notion tres
générale de la mécanotransduction ainsi que lexipdaux constituants cellulaires étudiés
dans ce travail. Ces points me permettront d’abolalgremiere question de ma thése : la
détermination du role de I'élasticité du substratles activités nucléaires de réplication et de

transcription.
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1.2 Techniques d’évaluations de la réponse cellutaia un signal physique

extracellulaire

Ce paragraphe donne un apercu non exhaustif dbsigees d’évaluations de la

réponse cellulaire a un signal physique extracahel

1.2.1 Forces générées par la cellule

La technigue de « force / traction par microscopest basée sur la mesure des forces
générées par la cellule pour déformer un subdtest. mesures de déformation du substrat
sont ainsi converties par modélisation en forcetrdetion (Munevar et al.,, 2001). La
technique de « microfabrication » de surface pepaeexemple, de mesurer la force exercée
par un seul contact focal, en visualisant son dé&pteent et celui qu’il exerce sur cette surface
(Balaban et al., 2001). Par microscopie a forcenatoe (AFM), une sonde (cantilever) est
mise en contact avec une cellule pour former des diadhésions. Une déformation locale de
la cellule produite par la sonde permet de medaseforces d’'interactions entre la cellule et
le cantilever et de caractériser certaines pramiéécaniques de la cellule. C'est par cette
approche que sera mesurée l'élasticité du subgpatagraphe 1.3 Module Young et
spectroscopie de force), (Saif al., 2003). La temnn de pince optique (laser tweezers)
permet également de mesurer la force exercée parallule pour se déplacer sur une surface
d’élasticité variable. Des microsphéres chargéespuvertes de billes fluorescentes, vont
subir l'influence du champ électrique d’'un rayosda En se servant de cet effet, il est
possible de déterminer la puissance de l'impuld@ser nécessaire pour déplacer une
microsphere et ainsi quantifier des forces exttalzgte s’exercant sur une cellule (Lo et al.,

2000).
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1.2.2 Application d’une force externe pour sonderd réponse cellulaire

La technique de micro-patrons adhésifs (« magnegezers ») permet de quantifier
la traction cellulaire. Les cellules sont déposaasdes lots adhésifs de tailles et de formes
micrométriques définies, déposés eux-mémes sureltflegxible contenant des microbilles
fluorescentes. Des cellules adhérentes s’étaleradeptant une forme et une taille sur les
flots. Les tractions cellulaires sont quantifiées reesurant le champ de déplacement des
microbilles fluorescentes a l'intérieur du gel (Wjagt al., 2002). Ce gel élastique (avec ou
sans micro-patrons adhésifs) peut étre étiré é&cétable substrates ») pour mesurer I'effet de
la tension exercé par le substrat sur une répagiidaire donnée (Katsumi et al., 2002). Un
autre parameétre mécanique intrinseque a la cepelet étre étudié par la technique de
micropipette. Il s’agit de la force d’adhésion a#dire sur un substrat donnée. La pipette
impose a la cellule une pression négative jusquwa détachement. Cette force de
détachement permet alors de déduire la force dsadhéellulaire (Richert et al., 2002). Par
la technique de flux (« flow »), une force mécaeiqliun fluide externe, appliquée sur une
cellule, permet d’étudier la réponse électriquecbimiqgue ou génétique a ce stimulus

(Helmke et Davies, 2002).

1.2.3 Rigidité du substrat

Le paramétre «rigidité du substrat» est une nE@p physiqgue du
microenvironnement trés largement étudiée pourddsda réponse cellulaire a ce signal. Les
systemes les plus couramment utilisés sont lesdigtsde polyacrilamide (PA), les matrices
de polydiméthylsiloxane (PDMS) et multicouches dely@lectrolytes (PEMs). Les
caractéristiques de ces substrats seront dévelpplads le paragraphe consacré aux substrats
synthétiques a élasticités variables (paragraphg, {Georges et Janmey, 2005). Avant de

présenter ces substrats a élasticités variablest inécessaire de donner quelques notions sur
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les propriétés mécaniques des substrats et suesarm par spectroscopie de force de ces

parametres.

1.3 Module de Young et spectroscopie de force

Un certain nombre d’approches expérimentales péemtetie mesurer les propriétés
mécaniques des matrices utilisées pour les étusleslture cellulaire. L’élasticité de surface
d'un échantillon, appelée module de Young E, reprtss sa propriété de déformation sous
contraintes mécaniques (usuellement donnée erL®a&pectroscopie de force (technique de
nanoindentation par AFM) permet de mesurer I'é#stidu substrat (technique mise au point
par Francius G et al. 2006, thése 2006). Brievemieniméthode d’indentation offre la
possibilité de mesurer les propriétés mécaniquassnaatériaux. Cette méthode consiste a
appliguer a la surface d’un matériau, des cyclecatapression localisée et d’observer la
réponse élastique du matériau. La transpositiotette technique a I'échelle nanométrique, la
nanoindentation, permet la mesure a I'’échelle &dal module de Young. Cette technique a
éte réalisée par un AFM configuré en mode foraeaabindentation. La sonde choisie pour la
détermination des propriétés mécaniques des élibastiest une sphere colloidale en
borosilicate de plusieurs micrometres de diameéies billes calibrées sont collées a
'extrémité des cantilevers (microleviers) de canst de raideukc. Les expériences de
nanoindentations ont consisté a imposer a un étlbantne série de cycles de compression
(approche-retrait). L’AFM fonctionne en mode nomseasi. A I'aide de la sonde sphérique,

I'échantillon est comprimé en imposant une forcgeediculaire a la surface (figurel.2)
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Photodiode
Aquadrants LASER

h e a 2 Film
(E,v) r

Substrat
Maomvements de la
céramigue piézoélectriqne

Figure 1.2. Schéma de principe de la technique denoindentation.

Sont enregistrés d’'une part le déplacement deubaeur piézoélectrique et d’autre
part les déplacements du cantilever. La céramiqgiézoplectrique est animée d'un

mouvement en forme de dents de scie (figure 1.3).
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12 T
—— Mode asservi couplé
—_— Mode asservi
10 { ===} Mode non asservi .
.
5 rd
!
s .1/
c 1/
2 i
2,/
o f
4
2 4
—2 T T T
] 1 2 3 4
Temps (5)

Figure 1.3. Mouvements possibles de la céramiqueéaoélectrique

La phase dite de «charge » correspond a la ptiagpproche de la sonde. Sur
'oscillogramme, la charge correspond a la rampentamte du signal triangulaire. La
décharge, quant a elle, correspond a la phasdrdetién de la sonde, et est matérialisée par
la partie descendante du signal. Lorsque la caotaée de la céramique piézoélectrique est
fixe, toute variation de la fréquence du signadrtgulaire entraine une modification de la
vitesse de la sonde. L'étude du contact élastiquee eine sonde sphérique et une surface
plane a été effectuée avec un AFM configuré en noodéact. La courbe de force résultante
est I'expression directe du contact mécanique ¢a déformation qui en résulte. Les données
recueillies sont, aprés conversion, des tensiomstré&ues en distances, la position du
cantileverd, la position de I'’échantillon porté par la cérauggiézoélectrique, en fonction
du tempst. L'indentation entre la sonde et I'échantillon yoque une déviatiomd (ou

déflection) du cantilever mesurée par un faisceaarlréfléchi. L'indentation est définie par
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la différence entre le déplacement de la céramigude déplacement (déflexion) du
cantilever :
0 =Az -Ad = (z-2)-(d-dp)

La définition du point de contact et cette relatipermettent d’affecter a zO
(déplacement de la céramique) sa valeur. Enfifgrize F, gu’exerce la sonde sur le film se
déduit de la déflexion, connaissant la constanteidieurke, du cantilever :

F = keAd

Cette équation peut donc s’écrire :

F = kcl(z-20)-9]

représentant ainsi la force en fonction de I'indéoh. La force appliquée est elle-
méme fonction de I'élasticité du substeafou module de Young) selon la relation :

E = (RO)/F

(R = rayon de la sphere)

1.4 Substrats synthétiques a élasticités variables

Des substrats naturels ou synthétiques ont étéusopgur étudiein vitro diverses
réponses cellulaires dans des contextes plus pbggjoes. Par exemple des matrices
extracellulaires fabriquées ou modifiées a pasifidrine, de fibronectine, de fibrinogene, de
collagéne, ou un meélange connu sous le nom de g@aftomposé de collagene, de laminine
et facteur de croissances) peuvent fournir desitond de culture proches de [I'élasticité
physiologique (Wells et al., 2008) (Tableau 1.1).

Les substrats synthétiques offrent quant a euXwdegrandes possibilités d'étudier la réponse
cellulaire dans des conditions mécaniques mieuxtral@es. Notamment, |'élasticité du
substrat est I'un des parametres physiques trésemf dans la réponse cellulaire, comme

nous le verrons par la suite (chapitre 3 et 4).
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1.4.1 Les membranes de silicone PDMS

Par traction, des cellules adhérentes sur des named minces de silicone peuvent
former des rides facilement visualisables en serf{&tarri et al., 1981). Des études récentes
ont montré que I'élasticité de ces membranes peatrédodulée en changeant le temps de
chauffage au cours du processus de fabricationz(kiral., 2001). La force de traction des
cellules, appliguée aux membranes de rigidité cenftableau 1.1), est théoriquement
mesurable d’aprés la longueur d’onde des ridess mesite toutefois difficile a quantifier, du
fait de la grande variabilité des forces mises @n ¢t de leurs multiples directions de

propagation.

1.4.2 Les gels de polyacrylamide (PA)

Les gels de PA s’averent étre des outils de choix étudier une réponse cellulaire
dépendante des propriétés mécaniques du substragidérons I'absorption de protéines a la
surface de matrices synthétiques. La géométriggildité et la chimie de surface du substrat
sont déterminantes dans ces interactions. Or,riasipales propriétés des gels PA sont les
suivantes 1) les surfaces des gels PA sont inettetonc trés faiblement adhésives (pas
d’adhésion directe en surface des gels, ni de tégep extracellulaires ni de protéines
présentes dans le sérum), 2) les gels PA sont ghénient stables dans des conditions de
culture sur du long terme. 3) ils permettent unbéatn spécifique par greffage de facon
covalente de molécules jouant le role de ligand pesicellules et 4) la rigidité des gels peut
étre contrdlée de maniére linéaire en faisant vdaidraction de bisacrylamide dimérique
(agent réticulant des chaines de PA) tout en manteconstante la concentration en
polymere (texture du gel, distribution des sites ligand en surface inchangée et gel

linéairement élastique). Les gels de PA présensemsj I'avantage de séparer la contribution

-20-



Chapitre 1 : Généralités

« chimie de surface » percue par les cellulesadsohtribution correspondante aux signaux
mécaniques (Engler et al., 2006).

Le tableau ci-dessous donne les élasticités ddratdaaturels ou synthétiques :

Matériel Origine  Elasticité E [kPa]

Polyacrylamide (PA) Synthétiques 0.1-100

PDMS Synthétiques 10-1000
Collagene Naturelles 0.001-1
Fibronectine Naturelles 0.001-1
Matrigel Naturelles <1
Alginate Naturelles 0.1-150
L'acide hyaluronique (HA) Naturelles 0.1-150

Tableau 1.1. Substrats synthétiques et natureldapté de Rehfeldtet al. 2007

1.4.3 Les films multicouches de polyélectrolytes

Les films multicouches de polyélectrolytes sontutfes systemes de surface
possédant, dans certaines conditions, les castajées d’'un gel dont on peut également
moduler les propriétés viscoélastiques.

L’élaboration de multicouches constituées de paldi colloidales anioniques et
cationiques interagissawia des forces électrostatiques avait déja suscittétét de plusieurs
equipes de recherches des les années 1960 (I&8).10e concept est cependant resté en

sommeil, sans doute a cause de la compréhensionegnes limité des comportements et des
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phénomeénes physiques mis en jeux au sein des oudhes. Il faut également souligner les
limites des techniques expérimentales des annéé8, Ifcessaires pour caractériser ces
assemblages. L'interprétation de la construction melticouches admettait que le dépbt de
molécules de charges opposées s’arrétait dés gudeges des especes cationiques avaient
exactement compensé celles des especes anionigaes.attendre les années 1990, avec les
travaux de Decher (Decher et al. 1992), pour quenéghode d’assemblage couche par
couche, appliquée en particulier a des polyméresgéls, ou polyélectrolytes (Decher et al.
1992 ; Decher, 1997) soit véritablement mise eewalNotamment, les films multicouches
de polyélectrolytes offrent une tres grande divérsie constructions et de propriétés

chimiques et physiques.

1.4.3.1 Principe du dépdt couche par couche

La méthode de dépbt couche par couche (LbL delBis « layer by layer » repose
essentiellement sur les interactions électrostatigentre des especes anioniques et
cationiques absorbées alternativement sur un suppOette méthode est décrite

schématiquement dans la figure (figure 1.4).
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Figure 1.4. Schéma simplifi¢ de la construction denulticouches de polyélectrolytes par répétition
successive des étapes d’'adsorption et de rincagee(er et al., 1997).

Un substrat, initialement chargé positivement, res au contact d’'une solution de
polyanions pendant un temps donné (environ 10 niie¥. polyanions s’adsorbent sur la
surface et les molécules non adsorbées sont elmiadaide d’'un rincage. Aprés rincage, la
surface est chargée négativement en raison d’ursorapensation de charges négatives
(Caruso et al.,, 1998 ; Ladam et al., 2000). Paiséguent, lorsque le substrat est mis au
contact d’'une solution de polycations, ceux-ci stapables de s’adsorber sur la surface par
interaction électrostatique. Cette adsorption esties d’'une étape de rincage a lissue de
laquelle la surface est chargée positivement esomad’'une surcompensation de charges
positives. La surcompensation de charge aprés ehdé€pdt a été mise en évidence par des
mesures du potentiel zéta (Hoogeveen et al., 1€96yso et al., 1998 ; Ladam et al., 2000)

et constitue la force motrice de la constructios filens multicouches.
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1.4.3.2 Différentes techniques de dépot

Deux méthodes de dépdt permettent facilement dee fearier de nombreux
parameétres de construction tels que 1) le nombreodehes dans I'assemblage, 2) la force
ionique, ou encore 3) le pH des solutions. La ndghla plus répandue et la plus simple de
dépbt est celle du procédé d'immersion en solutippelée « dip-coating ». Elle consiste a
tremper le substrat alternativement (environ 10)rdens les solutions de polycations et de
polyanions, chaque passage dans un bain de pdiydjees étant suivi d’'un rincage. C’est
cette méthode qui a été utilisée dans ce travaihdse. Une autre technique de dépbt a été
étudiée en vue de former les films plus rapidemirg’agit d’'un procédé par nébulisateur
consistant a pulvériser les solutions de polycatieh de polyanions alternativement et la
solution de ringcage entre chaque couche. Des neeparespectroscopie infrarouge, par AFM
et par ellipsométrie ont montré que les films &di par nébulisation sont pratiguement
identiques aux films construits par «dip-coating ssomme pour les films
poly(diallyldimethlammonium)/poly(styrene sulfonptePDADMA/PSS) (Schlenoff et al.,
2000). L'avantage de cette méthode par nébulisaginde réduire le temps de dépdbt des

solutions pour aboutir aux mémes constructions.

1.4.3.3 Diversité de substrat

Les supports les plus couramment utilisés sontsdésices planes ou des particules
sphériques colloidales, de nature minérale, m@taliou organique (tableau 1.2). Des
surfaces élastomeres comme le silicone ou poly(tiyisloxane) (PDMS) permettent aussi
le dépbt de films multicouches. S’agissant de satsbrganiques non chargés en surface, des
interactions de type Van der Waals assurent prebadnit I'adsorption de la premiére couche

de polyélectrolytes sur ce support.
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Nature chimique | Surfaces planes Particules spheriques
Minérale Lame de verre (Decher 1907) Carbonate de calcium
Quartz (Lvov et al. 1997) (Sukhorukov et al. 2004)
Métallique Titane fritté (Vautier et al. 2003) Nanobilles d’or
Silicium (Dubas and Schlenoff 2001) (Schneider and Decher 2004)
Organique Polyéthyléne (Green and Sadrameli 2004) Microsphéres de polyester
(Muller et al. 2003)

Tableau 1.2. Nature des substrats utilisés pour leonstruction des films multicouches de polyélectrgtes.

1.4.3.4 Modes de croissance

Depuis plus d'une décade, des travaux ont moniré existait deux modes de
croissance tres complémentaires: la croissance titéaire et la croissance dite
exponentielle. La croissance d’un film corresponrd @ariation de I'épaisseur du film formeé

en fonction du nombre de couches déposeées (fighje 1

700
»
;
m Croissance Linéaire ;
600 1 » Croissance Exponentielle - i
i
M
500 J‘x .
£ ’
~ 400 + {‘f |
= .
& 300 i-f
et 4 i
o
w ot
200 - 4 L
mE
P -
- ]
- am ™™
100 - mﬂ-' -
s
_.,....-II-".:-F-
0 L eanaed , , ,
0 5 10 15 20

Nombre de bicouches deposées

Figure 1.5. Mode de croissance des films multicobes de polyélectrolytes.
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Croissance linéaire

Le film a croissance linéaire est caractérisé pae épaisseur qui augmente
proportionnellement avec le nombre de couches d@eéposL,e systeme
poly(allylamine)/poly(styrene sulfonate) (PAH/PSS} I'exemple le plus largement déposeé.
Des analyses par réflectométrie des rayons X tctéfité des neutrons, effectuées sur des
films construits avec des polyélectrolytes deutéodd mis en évidence la présence d'une
structure plut6t stratifiee (Decher, 1997 ; Losct@97 ). Sur les films PAH/PSS, les couches
de polyélectrolytes pénetrent uniquement les caichdjacentes constituant ainsi une
structure pseudo-stratifiée avec un désordre locahmé « Fuzzy Layers » par Decher
(Decher, 1997). D’autres couples de polyélectrglyse caractérisent également par une
croissance linéaire comme par exemple les filmsy(pthylamine)/poly(acide acrylique)
(PAH/PAA) ( Shiratori et Rubner, 2000) ou aussi ydiallyldimethylammonium) /

poly(styrene sulfonate) (PDADMA/PSS) (Dubas et 8nbff, 1999).

Croissance exponentielle

Parallelement aux films a croissance linéairexiste des films dont la croissance est
exponentielle avec le nombre de couches déposésstravaux de Picart C. et Lavalle P.,
portant sur les systemes (poly(L-lysine)/poly(adidglutamique)) (PLL/PGA) et (poly(L-
lysine)/acide hyaluronique) (PLL/HA) (Picart et,&001 ; Lavalle et al., 2002 ; Picart et al.,
2002) font partie des premiers travaux qui ont igx@ ce phénomene de croissance
exponentielle des films multicouches. L'épaisseaircds films peut atteindre un a plusieurs
micromeétres aprés le dépdt d’'une vingtaine de palecouches. Ces épaisseurs permettent
d'utiliser la techniqgue de microscopie confocalbadayage laser pour visualiser la section
verticale des films aprés addition d’'un polyéleltt® fluorescent au cours de la construction

du film. Ainsi, la croissance exponentielle a pue &@émontrée par un phénomene de diffusion
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d’au moins un des polyélectrolytes au sein de ttateection du film. Le mécanisme de

construction associé a la diffusion est schématigéla figure 1.6 dans le cas du systéeme

PLL/HA.
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Figure 1.6. Modéle de diffusion des films a croissae exponentielle.

Le film multicouche PLL/HA, terminé par une coudate polyanions HA (A), est mis
au contact de la solution de polycations PLL (BgsClerniers vont 1) se complexer avec
'excés de charges négatives en surface, condugsadatformation d’'une nouvelle couche
chargée positivement, mais également 2) diffud@ntérieur du film en formant un réservoir
de polycations « libres » (C). Au cours de la phdeeincage, la solution de polycations est
remplacée par du tampon pur et seulement unedradtis polycations libres du film diffuse
hors de la multicouche (D). La capacité du filmcaserver une partie des chaines de PLL

s’explique par I'excés de charges positives a tgasa du film, qui crée alors une barriere de
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potentiel électrostatique empéchant la diffusiomshadu film de la totalité des polycations.
Quand ensuite, le film est mis au contact de latgwi de polyanions, ceux-ci se complexent
avec l'exces de charges positives en surface arsemt alors le signe de la barriere de
potentiel qui devient négatif (E). Les polycatidiiwes contenus auparavant dans le film
diffusent vers I'extérieur sous I'effet de cetted® motrice pour former de nouvelles couches.
Au cours de cet unique dépot, le phénomene seer@yedu’a consommation du réservoir de
polycations (F). La quantité des couches conssudést proportionnelle a la quantité de
polycations libres restant dans le film apres lagghde ringage. En premiére approximation,
cette quantité est proportionnelle a I'épaisseufildy ce qui amene a une croissance de type

exponentiel

1.4.4 Propriétés mécaniques des films multicouches

La caractérisation des propriétés mécaniques déms f multicouches de
polyélectrolytes est cruciale en vue du développegnte surfaces adhérentes pour les
cellules. Les films multicouches de polyélectrotymibsistent a température ambiante dans
divers états de la matiére, ce qui leur donne deprigtés mécaniques tres différentes. De
nombreux films consistent en des gels viscoélastiga'est-a-dire des matériaux mous ayant
a la fois un comportement de type fluide visqueaxactérisé par la viscositg et un
comportement de matériau solide élastique caraét@ar le module élastique E (ou module
d’Young). Ainsi les films PLL/HA présentent les priétés d'un liquide avec une forte
viscosité égale a environ 0.1 poiseuille (Picaralet2001) et un faible module élastique de
l'ordre de quelques kilopascals (Schneider et 2006). Les films PLL/PGA possedent
également les caractéristiques de gels viscoélestifKulcsar et al., 2005). Il est possible de
réaliser des films multicouches de polyélectrolydgec une réponse purement élastique par

réticulation chimique entre des chaines de polyébtes dans des films PLL/HA en
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utilisant de I'éthyl-diméthylaminopropyl-carbodiide (EDC) comme agent de réticulation en
présence de N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) joulentdle de catalyseur (Richert et al.,

2004). D’autres films posséedent un état de la mapeéoche d’un état solide, tels que les films
PSS/PAH (Kulcsar et al., 2005). La déterminatios dedules élastiques a pu étre réalisée
pour de nombreux films multicouches assemblés saraurface plane ou sous la forme de

capsules creuses. Ces résultats sont donnés dabdelau suivant

Films multicouches Module Méthode et réféerence

eélastique (MPa)
PLL'HA 0.01 Courbes d'mdentation AFM
Films plans (Schneider et al. 2006)
PLL/HA réticulés avec 0.1-0.5 Courbes d'imndentation AFM (Schneider
EDC/NHS, et al. 2006). Piezo-rthéomeétrie (Collin et
Films Plans al. 2004)
PDADMA/PSS 10-100 Systéme d’analyse micromécanique
Films Plans (Jaber and Schlenoff 2006).
Capsules Différence de pression osmotique sur

des capsules (Gao et al, 2001)

PAH/PSS 500 Déformation de capsules par AFM
Capsules creuses {Gao et al. 2001)

Tableau 1.3. Module élastiques (modules d’Young) di#fférents films multicouches de polyélectrolytes.

1.4.5 Quelques considérations moléculaires des prgtés mecaniques

Les propriétés mécaniques des films multicouches pblyélectrolytes sont
directement reliées a la mobilité des chaines dgélamtrolytes au sein du film. Les chaines
de polyméres ne sont pas absolument figées pactadim électrostatique. Il existe un certain
degré de mobilité dépendant de la nature de l'askay®. De nombreux travaux se sont
intéressés a la mesure des coefficients de difiudes chaines de polyélectrolytes pour des

bY

films multicouches a croissance linéaire ou exptiak®. Par exemple, le coefficient de
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diffusion des chaines de polyméres PAH/PSS a éléé&a moins de 18 cnf.s* (Kulcsar et

al., 2005). Par conséquent, il a été démontré egmeHhaines de polyélectrolytes ont une trés
faible mobilité dans les films rigides. Au contgimpour le film a croissance exponentielle
PLL/HA, le coefficient de diffusion est compris emtl0® et 10'° cnf.s® (Richert et al.,
2004 ; Picart et al., 2005) révélant que ces finasoélastiques ont une trés forte mobilité des
chaines. Prenons a présent I'exemple du film bialoes qui nous concerne directement : le

systeme (PLL/HAY-(PSS/PAH).

1.4.6 Le systéeme (PLL/HA)4-(PSS/PAH)n

L'observation par microscopie confocale de I'atetiure (PLL/HA)s-PLL™TC-HA-
(PSS/PAH)-PSS™-PAH montre que I'épaisseur du film est de 'orde 5 pm et révele la
présence de deux domaines au sein du film. La prensirate est peu épaisse (marquage a la
rhodamine en rouge) et représente une accumuld8oRSS et de I'ensemble (PSS/PAH),
mais n’exclut pas la possibilité qu'une petite fiae de PSS puisse diffuser dans le film
(Francius et al., 2006). La seconde strate estdoe@uplus épaisse (marquage au FITC en
vert) et correspond & I'ensemble (PLL/HAPLLTT®-HA (figure 1.7). Le film (PSS/PAH)
déposé au-dessus du film (PLL/HA) forme une vékitabarriere. Ce résultat a été
précédemment démonté dans les travaux sur lesroésefMéndez Garca et al., 2004, Ai et

al., 2003, Trau et al., 2003).

[PSS/PAH)-PSSHhe.PAH -
(PLUHA)-PLLATEHA =T

Figure 1.7. Observation par microscopie confocale'an film bi-domaines (PLL/HA)23-PL
(PSS/PAH)-PSS™-PAH, barre 5 pm.

FITC
L
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1.4.7 Elasticité du systeme (PLL/HA}-(PSS/PAH),

La détermination du module de Young des films dordines (PLL/HA)s-
(PSS/PAH)-PSS a été préecédemment déterminée par la techdguenoindentation (cf.
PPP, +ref gregory) pour<h<24. Il a été mis en évidence que I'élasticité defdms dépend
du nombre de dépots de (PSS/PAH). Le module de ¢ passe de quelques kPa pourn =0 a
guelques centaines pour n = 24. La rigidité dessfi(PLL/HA)+(PSS/PAH) augmente donc
avec le nombre n de bicouches déposées. Elle passade quelques kPa pour n = 0 a 500
kPa pour n = 12, couvrant ainsi la gamme d’éldstidies tissus vivants. Les architectures
étudiées ainsi que leurs modules de Young correlsmis sont données dans le tableau 2.4.

du chapitre 2.
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Figure 1.8. Evolution du module de Young en fonctio du nombre de dépdts n sur un film (PLL/HA),-
(PSS/PAH),

1.4.8 Quelques perspectives d’application des mutiuches de polyélectrolytes

Les multicouches de polyélectrolytes apportent wantage conséquent lié a la
modulation contr6lée de leurs propriétés physidmafues par ajustement de certains
parametres tels que la nature des polyélectroligdeyce ionique, le pH. Les propriétés ainsi

modulées sont I'épaisseur, la perméabilité, la sigpla charge de surface ou encore les
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propriétés mécaniques dont le module de Young. Laitrise de ces assemblages
supramoléculaires ouvre la voie & de nombreusdgappns dans le domaine biomédical.
Par exemple, des capsules a dégradation contréldeefient une libération progressive de
médicaments. Hormis, I'aspect de libérer du médaraies capsules a base de PGA peuvent
également cibler tres localement une zone spéeifiQette double compétence des capsules
biodégradables ouvre de nouvelles perspectivesldarstratégies thérapeutiques notamment
dans le traitement des cancers (Ochs C. et al()201

L’intérét majeur des films multicouches de polgfielytes est de permettre la
fonctionnalisation de supports par insertion deefas biologiques : protéines, peptides,
ADN, médicaments... dans I'architecture au coursadeohstruction (Qiu et al., 2001 ; Pei et
al., 2001 ; Lvov et Sukhorukov, 1997 ; Caruso etE97, Jessel et al., 2003, Boudou et al.,
2010). La fonctionnalisation des PEMs par certapsptides (type RGD) permet
I'amélioration de I'adhésion cellulaire. Cette séigie a été mise en pratigue notamment dans
le domaine de l'implantologie dentaire et plus igaiterement dans I'amélioration de
'adhésion cellulaire au niveau des tissus mousdhésion des cellules épithéliales de
I'épithélium gingival est améliorée grace a un pptd’adhésion spécifique dérivé de la
laminine-5 (molécule cruciale pour l'attache dedlutes épithéliales sur les substrats
dentaires ou implantaires) greffé sur la surfacditane de I'implant par I'intermédiaire de
films multicouches de polyélectrolytes (Werner ket 2009). Un important projet en cours
concerne un probléme clinique bien précis : la eption d’'une prothese laryngée. Le support
consiste en un assemblage de billes de titanesypoien alliées en substitution du cartilage
trachéal. Les PEMs sont dans cette approche uh darbs la lutte contre I'inflammation
induite lors de la mise en place de I'implant tzadh Ainsi, Il a été possible de conférer aux

protheses une propriété anti-inflammatoire particecd’un peptide anti-inflammatoire,of
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MSH (I'a-Melanocyte-Stimulating-Hormone) adsorbé en surfaige des multicouches de

polyélectrolyte (Schultz et al., 2005).

1.5 La mécanotransduction

1.5.1 Définition

La cellule utilise la matrice extracellulaire eslcellules voisines comme principaux
signaux environnementaux pour établir et maintesair morphologie. Par conséquent, la
cellule doit décrypter ou sentir les messages phgsi contenus dans ces éléments pour
répondre de maniére appropriée aux fonctions edled pour lesquelles elle est programmée.
Cette étape de reconnaissance est nommée « meehsimgs (étape mécanosensorielle)».
Ces signaux physiques sont généralement des foucdss géomeétries de surfaces, variant de
'échelle nanométrique a micrométrique, percuesleoent par les cellules. Ces forces
physiques appliquées aux surfaces cellulaires,epample la compliance exercée par la
matrice peut produire une déformation de la meniilulaire qui se dissipe rapidement
dans le cytoplasme. La conversion de ces forcesigigs extracellulaires en signaux
cellulaires représente I'étape appelée mécanotuatied intervenant aux sites mémes de
déformations membranaires. Les intégrines et cadser qui contrdlent respectivement
'adhésion cellulaire a la matrice extracellulagtieaux cellules voisines, ont un réle majeur
dans ces mécanismes de meécanotransduction (Waag, €009). Ces signaux peuvent
ensuite se propager sur de longues distances dsguglette d’actine (Vogel et Sheetz, 2006)
aux protéines qui lui sont liées (taline, paxillinenculine...), puis activer diverses molécules
effectrices (Wang et al., 1998) et voies de siga#ilbns intracellulaires (FAKinase, ERK,
Wozniak et al., 2003). Finalement, les celluleggnént ces multiples signaux biochimiques
provenant des phénomenes « mécanosensoriels » e®meédeanotransduction », par une

réponse cellulaire adaptée. C'est I'étape de « nw¥éponse » qui permet la régulation de
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nombreuses fonctions cellulaires telles que desgdraents morphologiques, la croissance,
la différentiation et la mort cellulaire. Ces trad$apes constituent un cycle d’événements
cellulaires complexes dont les voies de signabsatont continuellement en intersection dans

le temps et dans 'espace.
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Figure 1.9. Schéma des différentes étapes de la €agano-sensation » & la « mécano-réponse » de ldutel
Initialement, les cellules sondent les caractépigts mécaniques de leur environnement. Une trasismis
rapide des signaux induit se met en place et a gmséquence un changement morphologique de ldecedt
une activation de réponses intracellulaires. Addpt®¥ogekt Sheetz, 2006.

La réponse cellulaire dépend de lintervalle dags durant lequel se déroule le signal
meécanique. Pour une réponse précoce, la cellulsodigtitée pendant un temps court de la
seconde a la minute. Cette échelle de temps edisaué pour la polymérisation-
dépolymérisation du cytosquelette d’actine ou emdadibération de la vinculine de ses sites
d’adhésion (Valloton et al.,2004). Pour des tengrg$, par exemple une culture cellulaire
sur plusieurs jours, les cellules peuvent intégusgu’'a 100 a 1000 cycles de stimulus-

réponse.
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1.5.2. Quelques considérations sur la mécanotransclion

Perception de la géométrie

La perception de la géométrie, au niveau subeaiifylest un paramétre qui ne fait pas
directement intervenir des propriétés d’élasticité substrat, mais plutét des propriétés de
forme du substrat. Ce paramétre s’avere cruciak datape « mécanosensorielle ». Par
exemple, la réponse cellulaire sera différente pmer méme matrice protéique organisée soit
en filament tridimensionnel, soit distribuée unifégmment sur une surface bidimensionnelle
(Cukierman et al., 2001). La géométrie de la matrpeut imposer a la cellule une
morphologie particuliére. Par exemple, la courbufene membrane pourra épouser
localement la courbure d'une fibre. Des protéinegomasmiques d'adhésion se
positionneront conformément a cette courbure innaliq alors de possibles réarrangements
des complexes d’adhésions. Ainsi, des fibroblaséedéplacent sur des fibres de collagénes
grace a un processus migratoire qui impligue uoéime de la myosine (Meshel et al.,
2005). Parmi les molécules les plus souvent impkgu dans les phénoménes de
« transduction géométrique » on peut nommer lesarige nucleotide-exchange factors »,
les canaux ioniques &ales récepteurs de tyrosine phosphatases, lesdsrde la famille de
Src et récepteurs membranaires (von Wichert et2@D3). Dans certaines conditions, une
courbure concave de la membrane induit une lib@rdticale de la GTPase Racl, pouvant
ainsi interagir avec une kinase (integrin-linkeddse, ILK) et conduire & une augmentation

localisée des forces de traction (Boulter et 8106)
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Exposition de sites cryptiques

La caractérisation de propriétés mécaniques daiges protéines a révélé que pour
une molécule unique, existe une diversité de matifscturaux. Pour une gamme de force
donnée, ces motifs sont capables de changemerdsnd@mations leur conférant ainsi des
propriétés mécanosensorielles. De tels mécanismegté décrits pour 1) I'exposition de
peptide cryptique induit par une force mécaniqueg® et Sheetz, 2006), 2) I'ouverture d’'un
canal ionique ou encore 3) le déclenchement, stngsne&nt, d’interactions récepteur-ligand.
La fibronectine (protéine d’adhésion cellulaire atfante dans le sérum et dans beaucoup de
matrices extracellulaires) établie un lien physicgrdre la matrice extracellulaire et le
cytosquelette, via sa séquence RGD reconnue dagrimts. La contractilité cellulaire permet
le dépliement partiel de la fibronectine en matfibeeuse, rendant alors accessible ses sites
cryptiques normalement enfouis dans ses modulesoaformation repliée (Vogel,2006 ;
Pankav et Yamada, 2002). Les protéines cytoplasmsiginculine (Bakolitsa et al., 2004 ;
Johnson et Craig, 1994) et Src (Harrison, 2003} activées de maniere allostérique par leurs
récepteurs (liaison ou démasquage de site) pembditaiverture de conformations auto-

inhibées.

Transduction d’'une force

Comment une force peut-elle indure une « mécaoog» ? Considérons la liaison
d’'un ligand externe avec une cellule. Cet événement étre a I'origine de I'assemblage de
deux complexes différents dans la cellule. Prermas : Le ligand externe est en liaison
directe avec le cytoplasme. La « mécanoréponse dépendre directement de la force
s’exercant sur le ligand. Le complexe peut subidéplacement par la traction exercée par les
filaments d’actine en mouvement. Dans ce cas, lar$g cytosquelette tire sur le ligand, lui-

méme en contact avec l'extérieur (pendant une @éride temps et avec des conditions
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isométriqgues données), la rigidité du ligand déieena 1) la distance d’élongation maximum
gue pourront atteindre le cytoplasme et les congggxotéiques qui lui sont associés, 2) si
cette force est suffisante pour activer d’autreteiars sensoriels, par exemple en exposant
des peptides a séquences cryptigues. Deuxieme Izasforce s’exerce sur un site
extracellulaire non relié au cytoplasme. Le sitéramellulaire restera stationnaire ou figé
lorsque les filaments d’actine seront en mouventeotr ce ligand non lié & des constituants
cytoplasmiques, si son substrat est trop mou,dtaice qui le séparera d’éventuels facteurs

sensoriels sera trop importante pour permettranteeaction avec eux.

1.6 Principaux constituants cellulaires abordés ds ce travail de thése

L’adhésion cellulaire, « véritable sonde de I'eamnement mécanique » est un
processus essentiel pour la survie et la prolif@matellulaire. Elle se matérialise par des
plagues d’ancrage constituées de nombreuses pstéiont le réle est d’établir un lien
physique entre la matrice extracellulaire et leosguelette d’actine de la cellule. Les
intégrines sont les protéines transmembranairegpeumettent la liaison physique avec la

matrice extracellulaire.

1.6.1 Les intégrines

Les intégrines sont des protéines appelées réosgtansmembranaires constituées de
deux sous-unités et . La variabilité de ces deux sous-unités et leuntmoaison induisent
une spécificité de 'intégrine dans sa liaison asea ligand. Jusqu’a présent, il a été identifié
18 sous-unités et 8 sous-unitéf (figure 1.10) dont la combinaison aboutit a 24ipes

d’hétérodimeres (Hynes, 2002).
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\-\\_ ‘ Collagen receptors ‘ Leukocyte-specific

receptors

(F2)

[.aminin receptors

Figure 1.10. Integrin receptor family. Adaptée de Wnes., 2002.

receptors,”

L’intégrine comprend 3 domaines, un ladgmaine extracellulaire, transmembranaire
et intracellulaire. La partie externe de lintégrise lie avec des composants de la matrice
extracellulaire (collagene, fibronectine, lamining..l'autre extrémité interagit avec les
constituants intracellulaires. Cette double inteoacde I'intégrine lui confere un réle trés
important dans la transmission des signaux extewgedes composants des complexes
d’adhésion focale, signaux qui sont relayés jusgu@ayau de la cellule. Les intégrines ont un
réle dans l'intégrité et la stabilité de I'adhésitanmigration et la division cellulaire (Vicente-
Manzanares et al., 2009 ; Delon et Brown, 2007 ttddehi et al., 2001). Les intégrines sont
les premieres protéines impliquées dans la méasntuction du signal issu de
'environnement extérieur de la cellule. La liaisoles ligands au niveau de la partie
extracellulaire des intégrines entrainent une agétation de ces dernieres suite a un
changement conformationnel et plus précisémenigarodification des interactions entre
les chaines cytoplasmiqueset . Les intégrines ne possédant pas d’activité cidaky

intrinseque, c’est l'interaction avec le ligand pliagglomération des intégrines qui sont a

-47-



Chapitre 1 : Généralités

I'origine des signaux intracellulaire tels que i@don avec le cytosquelette d’actines (figure
1.11), la phosphorylation des protéines sur de®siyes ou encore l'activation des
GTPases... Les intégrines sont également les prercoastituants de la cellule a faire face
aux différentes forces physiques extracellulaides ont par conséquent un réle central dans

le processus de mécanotransduction.

1.6.2 Points focaux d’adhésion

Les intégrines jouent un rble essentiel dansaladn de la matrice extracellulaire et le
cytosquelette de la cellule. Elles ont, comme #té dit précédemment, un réle dans le
maintien du cytosquelette et notamment dans lasdimiavec le complexe protéique
d’adhésion focale. Ce complexe est composé de rersés protéines telles que la paxiline,

la taline, l'a-actinine ou encore la vinculine.

Focal contact
proteins

Plasma
membrane

Extracellutar matrix

Figure 1.11. Architecture moléculaire (non exhaustie) d'un point d'adhérence. L'engagement des
intégrines a la MEC active des protéines de strastat des protéines de signalisation. D’apresaMit al 2006.

-48-



Chapitre 1 : Généralités

La paxilline

La paxilline est une protéine hautement phospBergle 68 kDa. Elle appartient a une
superfamille de protéines adaptatrices. Elle aGle primordial dans I'adhésion focale car
elle y tient a la fois le role de protéines de &tites et de protéines adaptatrices. L'analyse de
la structure primaire de la paxilline révele lagaéce de 5 motifs LD en position amino-
terminale de la protéine et de 4 domaines LIM esitmm carboxy-terminale. Notons
eégalement la présence de tres nombreux résidusingrphosphorylables (Brown et Turner,
2004) Les motifs LD, riches en leucine permettent le weament a la fois de protéines
structurales telles que la taline ou la vinculinele protéines de signalisation telles que la
FAK ou Src. Les domaines LIM ont une structure estifs en doigts de zinc organisés en
tandem. Ces domaines contiennent notamment dedusésérine et thréonine dont la
phosphorylation régule la localisation de la p@dlau niveau des adhérences focales ayant

ainsi un réle d’adressage de la paxilline au nivi@aes sites d’adhésion.

La taline

La taline est une protéine a haut poids moléculdee270 kDa. Elle a une forme
allongée d’environ 60 nm. Elle comprend une tétbglaire d’environ 47 kDa contenant un
domaine FERM (Ezrine, Radixine, Moésine) divisérers parties (F1, F2, F3) au niveau de
la partie N-terminale ainsi que d’'un domaine nontfigle domaine F3 est impliqué dans la
liaison avec les sous-unit§sintégrines. La partie C-terminale représente laugude la
protéine, elle fait environ 220 kDa et contientrdeltiples sites de liaison notamment celle
concernant I'actine et la vinculine (Roberts ett€ey, 2009). Cette partie peut également
avoir des sites de liaison pour les intégrinesdbmaine FERM est masqué dans la taline
integre, et est libéré suite au clivage par lepaiakes ubiquitaires ce qui permet la liaison

avec les intégrines et la mise en place des FAB €Yal. 2001)
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La vinculine

La vinculine est une protéine a la fois membranetreytosqueletique de 116 kDa
ayant un réle majeur dans les points de contacufo et leurs régulations. Elle comprend
deux domaines globulaires reliés par une séquemasecet riche en prolines. L'interaction
intramoléculaire de ces domaines entraine un repli¢ de la vinculine qui masque les sites
de liaison de la taline et dealactinine. L'action du PIP2 (phosphatidyl inositd|5-
bisphosphate) empéche ce repliement et libere Esgites de liaisons de la taline et de I
actinine initiant ainsi la mise en place des poitgsontacts focaux (Saunders et al., 2006).

Les complexes d’adhésions focaux sont impliqués tkathaison avec les intégrines et
par conséquent sont également un passage obligdéladdu signal issu de I'environnement
extérieur. L'adhésion focale constitue égalemerdg sonde de I'environnement mécanique.
Sa mise en place ou son absence indique I'étatrdbi® ou non de I'environnement
cellulaire. Sa déstabilisation entraine des coresécps au niveau des fonctions cellulaires,
telles que le désassemblage des points focauxrggilife considérablement I'adhérence
cellulaire et peut aboutir a des phénoménes de padidlaire. Le maintien du complexe
d’adhésion focal assure également l'intégrité dtosgyuelette de la cellule composé entre

autre par des filaments d’actines.

1.6.3 Les protéines de signalisation FAK

Les contacts focaux comprennent des protéines rdetwtes mais également des
protéines de signalisation. Parmi elles, nous poswter les tyrosines kinases telles que
FAK (Focal Adhesion Kinase), Src (Rous sarcomasyjirles tyrosines phosphatase ou encore
les sérines/thréonine kinases telles que ILKs ghmeLinked Kinases) ainsi que les protéases
telles que les calpaines. Les FAs sont les siteglies importants de phosphorylation sur

tyrosine de la cellule. L’ensemble de ces protéimésrvient dans la mise en place et la
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régulation des FAs ainsi que dans la signalisaitibégrine dépendante. Parmi elles, FAK,
protéine majeure du cytoplasme, tient a la foisr@lae catalytique et un réle adaptateur au
niveau notamment de l'interaction d’'une part awedtaline et le complexe de nucléation de
I'actine Arp2/3 d’autre part (Vicente-Manzanaresilet 2009). FAK est au carrefour des voies
de signalisation impliquant la survie, la proliféoa et la migration cellulaire. Elle contient

plusieurs domaines fonctionnels avec un domainaskircentral flanqué d’un large domaine
N-terminal et C-terminal. Le domaine N-terminal ttent des sites riches en prolines
impliqués dans la liaison avec les domaines SHa fmille Src.

Le domaine kinase porte l'activité catalytique. Tgr 397 de la FAK tient un role
capital dans linitiation de l'activité de la FAKa phosphorylation de ce site indique
laugmentation de l'activité de FAK. Suite a l'agetion des intégrines le site d’auto-
phosphorylation Tyr 397 est activé et entrainetasphorylation et le recrutement d’autres
protéines associées telles que Src. La phosphianylde Tyr 397 semble essentielle dans le
turnover des FAs car sa délétion perturbe ce t@m@mnsi que la migration cellulaire

(Hamadi et al., 2005). FAK est également impliqu#sns I'activation des voies de

signalisation Ras / MAP-kinases.

1.6.4 La voie des MAP-kinases

Les MAP kinases ont un réle tres important dasspiecessus physiologiques. Ces
enzymes sont activées par une cascade de phospforygl Les MAP kinases sont
composées de trois sous familles, les ERK (ExtiaeelSignal-Regulated Kinases, les JNK
(c-Jun NH-terminal Kinases) et les p38 kinases. ERK 1 et ERiOnt largement exprimés et
connus pour leurs implications dans de nombreuégslations cellulaires telles que la

migration cellulaire. (Johnson et Lapadat, 2002.
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1.6.5 Le cytosquelette de la cellule : cas des filants d’actines

Les filaments d’actines sont composés d’homopoteseal’actines de 42 kDa. lIs
représentent les éléments dynamiques du cytostpieleta cellule qui comprend également
les filaments intermédiaires et les microtubuless Ilfilaments d’actine conférent par leur
structure une dynamique a la cellule. A traverspleisits de contacts focaux, ils sont reliés
physiquement aux intégrines ce qui permet la wacties cellules lors de la migration
(Vicente-Manzanares et al. 2009). La régulation idesractions des filaments d’actine avec
les points de contacts focaux ont un réle majemsda migration cellulaire. L’'organisation
de l'actine est essentielle pour la régulation @emlachinerie adhésive de la cellule. Les
cellules qui ont un réseau de filaments d'actines fdense telles que les leucocytes ont
généralement a la fois peu de points d’adhérencesepoints d’ancrage restent peu robustes.

Le lien physique entre le cytosquelette d’actindaetnatrice extracellulaire est primordial

pour l'intégrité et la stabilité de I'adhésion.

T EoM

oY

Integrin
o-subunit

Integrin
B-subunit

o-actinin &3

Figure 1.12.Lien actine-intégrineL’intégrine peut se lier directement au domaindad&te globulaire de la de
taline. La queue de la taline peut interagir deewnt avec l'actine, tout comme avec d'autres osamts du
point d’adhérence, comme la vinculine. La vinculgst capable également de se lier avec I'actimavéits lo-
actinine. L'activité de la vinculine et de l'aFactinine est modulée par PIP2 a la conditiohedes ancrages a
la membrane. Finalement, la vinculine et la FAKhiiégalement le nucléateur de I'actine, Arp2/Jh8uénce
directement la formation du cytosquelette d’acti@pres Vicente-Manzanares M et al.,2009.
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1.7 Activités nucléaires

1.7.1 La Réplication chez les eucaryotes

La réplication du matériel génétique est un preggeshautement contrblé car elle
assure le maintien de l'intégrité du génome. L’ABINvient au cours de la phase S du cycle
cellulaire. La vitesse de réplication chez les eymtas est de 50 nucléotides par seconde dans
les deux directions. On divise la réplication eoistrétapes, linitiation, I'élongation et la
terminaison. L'initiation de la réplication se pagsar I'activation des origines de réplication
(ORs). Les eucaryotes contiennent de multiples (@Rsz I’'homme il existe environ 20 000
ORs réparties le long de la molécule d’ADN). LessGient activées en début, en cours et en
fin de phase S. Cette étape aboutit & la dissoniate la double hélice d’ADN suite a la
rupture des liaisons hydrogéenes, catalysée pahéisases. Les segments monocaténaires
sont ensuite stabilisés par des RP-A (Replicatiateih-A) ou SSB (Single Strand Binding)
chez les procaryotes, afin d’éviter la reformati@la double hélice d’ADN.

La fourche de réplication formée, I'élongation laisynthese de I’ADN peut débuter.
Le réplisome se forme lors de cette phase. Il s#gn complexe protéiqgue composé de cinq
types de protéines différentes, I'hélicase, deuwxNAWwlymérases réplicatives, chacune sur un
brin en cours de synthese, une primase synthétigsntamorces ARN des fragments
d’'Okazaki, deux anneaux protéiques glissant (clamapPCNA, Proliferating cell nuclear
antigen) augmentant la processivité des ADN ethangeur de clamp. L'élongation des deux
brins d’ADN se fait simultanément. Toutefois I'aligement de la chaine polynucléotidique se
fait uniguement dans le sens 5'- 3'. Le brin deapt# 3’- 5’ est par conséquent répliqué par
une chaine continue (brin direct ou brin précoeadis que le brin 5’- 3’ sera répliqué de
maniere discontinue (brin indirect ou retardé), geupetits fragments (100 a 200 nucléotides)

nommeés fragments d’Okazaki. De nombreuses prot&iassocient au réplisome telles que
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les RP-A les nucléases chargées de dégrader tases’ARN des fragments d’Okazaki ou
bien I'ADN ligase qui relie ces derniers (figurd 3).
La terminaison de la réplication a lieu au moment la fourche de réplication

rencontre un signal de terminaison ou une autreche de réplication.

- Direction of
S!Idlng clamp polymerase Pal Il core
# \ /f
Leading
. strand
] T
Clamp loader
] i DnaB »
b : helicase 3
Pravious Al 5
Okazaki e
fragment i Prose
. 8SB
Direction of
polymerase
Current |
ANA
Okazaki 1 _ =
= primer
fragment ' Lagging
strand
Replisome Molecular
compaonent weight (kDa)  Function
Pol lll core (heteratrimer) 166 DMA polymerase, 2° to 5°
excnuclease
Sliding clamp (homodimer) 406X 2 Processivity factor
Clamp loader (heteropentamer)  297.1 Assembles sliding clamps, protein
trafficking
DnaB helicase (homohexamer) 524 X6 5 to 3" DNA unwinding
Primase (monomaer) 65.6 Synthesizes RNA primers
SSB (homotetramer) 188X 4 Binds to single-strandad DNA,

prevents secondary structure

Figure 1.13. Organisation de I'Escherichia coli réplicase Le réplisome d"E. coli utilise deux principales
enzymes Pol Il pour copier le brin précoce etria betardé. Les anneaux glissants conféerentdagssivité au
cceur de la Pol Il en attachant la polymérase BMALe chargeur d'attache des anneaux fournit ipeae
I'nydrolyse de I'ATP pour lier les anneaux glissastir I'ADN aux sites préts. Le chargeur d'attesghdie aux
deux polymérases ainsi qu'a I'hélicase. L’hélicalroule 'ADN double brins en amont de la fourcle d
replication et stimule l'activité primase. La Premasynthétise des petits fragments élémentaireR A Les
protéines SSBs empéche la reformation de la dooéliee d'’ADN.D’aprés Pomerantz R. et O’Donnell M.
2007.

La fidélité de la réplication est haute, de nomkrpoints de contréle sont érigés afin

de maintenir l'intégrité du génome. L’ADN polyméeagosseéde une activité exonucléasique
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3’-5’ mise a contribution lors des erreurs de cepiees erreurs de réplication persistantes
sont corrigées majoritairement par le systeme deappgariements (MR pour mismatch

repair). La fidélité de réplication est ainsi dela.

1.7.2 La transcription chez les eucaryotes

La transcription est un processus biologique utage qui se déroule dans le noyau.
Au cours de cette étape les régions dites codatgeBADN sont copiées en molécules
d’ARN. Aprés modifications post-transcriptionelléss molécules d’ARN messagers seront
transportées dans le cytoplasme puis reconnudsgacteurs de la traduction et seront ainsi
exprimées en séquences protéiques. La transcripibscindée en trois étapes, l'initiation,
I'élongation et la maturation (I'épissage).

L’initiation de la transcription a lieu au nivede séquences promotrices du gene plus
connus sous le nom de TATA box, la boite GC ou enda boite CCAAT. Ces sites
d’initiations recrutentyia des composants intermédiaires (TBP, TATA box ligdirotein)
des facteurs de transcription tels que TFIl (Trepson Factor pour I'ARN polymérase II)
qui s'associeront a 'ARN polymérase Il, formamsiile complexe d’initiation. L'ARN Pol
Il ouvre cette région de '’ADN. L’ADN monobrin sealors de matrice pour I'appariement
des ribonucléotides. De nombreux autres facteurgatescription viennent s’associer a ce
complexe qui sans l'intervention de facteurs dadecaption, initie la transcription a un taux
faible. Parmi les facteurs de transcription, nowivens citer les cis-activateurs (les
enhancers (en amont de la TATA box) et les tratissteurs qui vont se fixer sur les autres
types de boites d’initiation, par exemple Spl(Srpaditein 1) active la boite GC, (figure
1.14). L'initiation est également sous l'influende co-facteurs de la transcription, ayant un
réle régulateur, aussi bien dans I'activation dtlation (CRSP, co-factor required for Spl

activation) ou dans la répression (ARC, activategulated co-factor). L'initiation de la
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transcription implique également un remodelageadehfomatine faisant intervenir une série
de molécules (SWI/SNF, PBAF...) permettant I'accdABN des différents acteurs de la
machinerie transcriptionnelle.

L’élongation de la transcription nécessite la mpimsylation du domaine CTD
(Carboxy Terminal Domain) de I'ARN Pol Il ce quipmur conséquence le déplacement de
'ARN Pol Il. L’élongation se déroule dans le se3i’du brin matrice, le transcrit primaire
se fait dans le sens 5-3". Les ARNs synthétisés s hétérogenes, il s’agit des ARN
nucléaires hétérogenes (ARNnh). Au cours de leunthgge les précurseurs des ARN
messagers subissent des modifications au nivedeudeextrémités 5’ et 3'. L'extrémité 5’
du transcrit en cours de synthese est coiffée’addition d’un nucléotide guanine méthylé.
Ce processus a lieu trés tot et protege le transarcours de synthese d’'une dégradation par
les nucléases. L'extrémité 3’ de la majorité dasgcrits de I'ARN Pol II, est définie non pas
par la fin de la transcription, mais par une seeonubdification qui coupe le transcrit en
croissance au niveau d’'un site spécifique et utre guolymérase ajoute une séquence poly-A
a I'extrémité 3’ coupée. La queue poly-A joue denboeux réles : protection de I'extrémité
3’ du transcrit et transport nucléo-cytoplasmiged’ ARNm.

La maturation ou I'épissage est l'étape esseatiglbur les ARN messagers
précurseurs. Il s’agit de la modification post-satiptionnelle en charge d’éliminer les
séquences transcrites correspondant aux partiescodantes de I'ADN, les introns. Le
spliceosome composé de divers petites protéinemuidéoprotéiques nucléaires, snRNP
(small nuclear ribonucleoprotein), est I'acteur npipal de I'épissage, il reconnait
spécifiqguement les introns avant de les éliminex. fLocessus permet la maturation des
précurseurs des ARN messagers, indispensable pé&tapd d’export nucléaire puis de

traduction effectuée dans le cytoplame.

-56-



Chapitre 1 : Généralités
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Figure 1.14. Le complexe d'initiation de la transciption chez les eucaryotes.La machinerie
transcriptionnelle peut étre subdivisée en tromuges, celui qui inclu 'ARN polymérase Il et lescfeurs de
transcription associés (TFIIA,-B,-D,-E,-F et-H), deoupe des co-facteurs (CRSP, ARC...) et les astdes
modifications de la chromatine (SWI/SNF, PBAF..D’aprés Levine et Tjian, 2003.

1.7.3 Relation fonctionnelle entre la réplication #a transcription

Les deux paragraphes précédents décrivent de reanis synthétique la réplication
et la transcription. Dans ce paragraphe suivanis radlons brievement exposer les relations
fonctionnelles qui existent entre ces deux actvitacléaires fondamentales. Le cycle de la
réplication se déroule de la maniere suivante.itigtion de la réplication commence en fin
de phase G1 et début de phase S (G1/S et ES mauly«S phase »). Les sites de réplication,
environ 150 sites, sont localisés uniformément dansle noyau. En milieu (MS) et fin de
phase S (LS, pour « late S phase ») les sitesplieatton se concentrent autour du nucléole et
a la périphérie nucléaire. Cette étape corresporld eéplication tardive. Les sites de
réplication sont alors plus larges et moins nombravant de disparaitre en phase G2. Le
cycle de la transcription commence lui dés la pl@sealu cycle cellulaire. Environ 300 sites
de transcription se distribuent de maniére diffdaas tout le noyau (figure 1.15). Lors de
'entrée en phase S, environ 150 sites de trarigmmigxtranucléolaire s’agregent dans tout le
noyau, puis se redisperssent apres la phase Se(MfasLS et G2) pour redonner I'aspect

initial observé en phase G1.
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Figurel.15. Sites de réplication (R) et de transgstion (T) pour des cellules synchronisées en pha&d,
phase S précoce (ES) milieu (MS) et tardive (LS) ghase G2. D'aprés Hassan et al., 1994).

Une colocalisation des sites de réplication etdites de transcription est observée en
phase G1/S et ES. C’est 'ARN Pol Il qui est regadsle de la synthese de la majorité des
ARN (mMRNASs) colocalisés dans ces sites (80% deylghgse d’ARN est sensible &
amanitine (250ug/mL), inhibiteur de 'ARN polyméeaB). Le reste des ARN est inhibé par
une plus forte concentration emamanitine (1000pug/mL) et correspond aux rRNAs

synthétisés par I'ARN Pol | au niveau du nuclédles facteurs de réplication s’assemblent
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sur environ 20 origines de réplication sur lesqueitialement, des facteurs de transcriptions
participent a la transcription. Ces facteurs dendraption sont a l'origine d'une
réorganisation structurale de I'ADN permettant ailisuverture de la chromatine. La
synthése d’ADN est alors initiée dans ces sitegatescription. Les facteurs de transcription
sont ensuite «trainés » passivement sur le britricigh en mouvement en court de
réplication. La synthese d’ADN se poursuit en pnésed’ a-amanitine (inhibiteur de 'ARN
polymérase II). L'ARN polymérase Il n’est donc pagliquée dans I'étape d’élongation de
la réplication. En conclusion, la colocalisatioroée des sites de réplication avec les sites de

transcription en phase G1/S et ES signifie quedasctription joue un role d’initiation de la

réplication.

noyau

PoIIII
RMNAs
rRNAs UsnRNAs mRNAs ESrRNA

cytoplasme

Figure 1.16. Différentes classes d’ARN transcritdans le noyau par différentes ARN polymerase,
tous exportés dans le cytoplasme a travers les garnucléaires.

1.7.4 hnRNP Al
Historiquement, les premiers produits de la trapton des genes furent découverts
dans des eucaryotes supérieures et furent appdBN«ucléaire hétérogene » (hnRNAS :

heteroeneous nuclear RNAs). Les hnRNAs peuventdétingués des autres ARNs d’apres
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leur taille, leur compartimentation subcellulaire par 'ARN polymérase capable de les
transcrire. Les termes hnRNA et ARN pré-messagaroséondent, bien gu'’il soit possible
gu’une unique subpopulation de hnRNAs soit réell@npeécurseur d’ARN messagers. Dans
les cellules, les hnRNAs ne se présentent pas lgnuyméotides dénudés, mais sont trouvés
en complexes ribonucléoprotéigues nucléaires hgd@es (hnRNPs : heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein complexes) intimement associélesprotéines spécifiques : les protéines
hnRNPs. L'association des hnRNA avec les protéineRNPs commence des que les
hnRNAs sont nouvellement transcrits et persistastjj’'a ce qu'ils résident dans le noyau
(Dreyfuss et al., 1988). La distribution intractdive des hnRNPs est hautement dynamique et

pour certaines hnRNPs (hnRNP A1) dépend de I'daétivanscriptionnelle.

Les hnRNPs constituent une famille de plus der@®mes désignées de A a U, qui se
lient avec des molécules d’ARN pré-messagers ntmmeht transcrits (Dreyfuss et al.,
1988). Les protéines hnRNPs participent aux réastide «processing» nécessaires a la
génération d'un ARN messager mature et jouent leindportant dans I'export du noyau des
ARN messagers (Michael et al., 1995 ; lzaurraldealet 1997). Ce sont les hnRNP Al
(protéine Al) et hnRNP C1 (protéine C1) qui sor# teieux caractérisés. Par marquage
immunofluorescent, ces deux protéines apparaidsealisées dans le noyau. Cependant, la
protéine Al fait continuellement la navette engenbyau et le cytoplasme tandis que la
protéine C1 reste maintenue dans le noyau (figui®)l Sous l'effet d'inhibiteur de la
transcription (ARN Pol 1), 'import nucléaire de Iprotéine Al est bloqué (Pifiol-Roma et

Dreyfuss, 1991, 1992, 1993).
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Figure 1.15. Représentation schématique du transpbnucléocytoplasmique de la protéine hnRNP Al

Apres avoir identifié les principaux constituaotdlulaires et activités nucléaires sur
lesquels I'élasticité du substrat est susceptibdaaicer une influence mécanique directe ou
indirecte, reprenons quelques exemples de compenismcellulaires affectés par ce

parametre environnemental.

1.8 Comportements cellulaires dépendants de I'élasité du substrat

1.8.1 Adhésion, migration, tractions

Les cellules peuvent percevoir les forces exercéeselles ainsi que la rigidité du
substrat qu’elles rencontrent naturellement, cestdissus cellulaires étant plus ou moins
rigides tels que le cerveau, les tissus musculaueg tissu osseux pré-calcifié (figure 1.17).
Face a ces difféerents environnements, la cellulepted en réponse un comportement
caractéristique. Afin de comprendre les réponsdkil@iees face a ces environnements
d’élasticité différents, des études de comportemeeliulaires sur des matériaux synthétiques
ou naturels aux propriétés physiques et élastiqoesolés ont été menées.

Le comportement cellulaire largement étudié eséponse de la machinerie adhésive

considérée comme sonde de I'environnement mécanice® points de contacts focaux,
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signes de I'ancrage cellulaire induisent des sigrimpliqués dans le maintien, la migration

et la division cellulaire c’est pourquoi ils restgggnéralement les premiers éléments étudiés.

A

standard media
adhesion

ligand

AA AAAAR AR A AAAAAA 2 A Ak AARA 2A AAAA
elastic substrate, modulus E
B solid tissue I.:
fluid 1 kPa 100 kPa

Blood

SN,

Figure 1.17. Cellules sur des modeles d'élasticitissulaire.

A) Modéle in vitro d'une cellule sur un substralasticité E, couvert de ligands spécifiquemenbmacs par
des récepteurs d'adhérence cellulaires. La rigiflitésubstrat est percue par la cellule et la tnaotgmh est
obtenue par médiation a travers ces points d’aecriags stimulus biochimiques peuvent aussi étreidaduhr
les facteurs environnants B) Elasticité de divéssus « rigides » ainsi que le sang considéré cotissa
« fluide ».D’aprés Rehfeldt et al. 2007.

Les substrats a base de collagéne | (support®®ea kecouverts par du collagene 1)
considérés comme des substrats rigides avec deslesodiélasticités (modules de Young)
variant de 20 kPa a 1 GPa, génerent un étalemd#atage optimal, des points d’ancrages
riches ainsi qu'un cytosquelette dense en fibressiless d’actines. Contrairement aux
substrats rigides, les substrats mous induisentmumg@hologie cellulaire plus ronde et par
conséquent un étalement cellulaire moins impotraciuit par une exhibition peu nombreuse
des points d’ancrages et un cytosquelette peu aknksecellule.

Ces modeles d’études ont révélé I'importance priiade des interactions physiques
des cellules avec leur microenvironnement. L’étatstides tissus influe incontestablement sur
la structure cellulaire tout autant que les factednimiques solubles présents dans cet
environnement.

D’autres comportements cellulaires largement éwidconcernent la migration

cellulaire ainsi que les tractions exercées paelhle affectée par le gradient de rigidité du
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substrat. La migration cellulaire directionnellet &g processus critique dans beaucoup
d’évenements physiologiques tel que la cicatrisatlbest bien établi que les gradients de
signhaux chimiques jouent un role essentiel damaddlité cellulaire. Des études basées sur
l'utilisation de substrats avec une rigidité vakeabnt démontré que ce mouvement cellulaire
peut aussi étre guidé par des interactions physiqakules / substrats. Par exemple, il a été
démontré que les fibroblastes cultivés sur uneasarfiyant un gradient de rigidité, migrent
plus facilement de la région molle vers la régimide. Cette région leurs permet de s’'étaler

ainsi que d’augmenter leurs forces de traction@tl! et al., 2000).

1.8.2 Différenciation cellulaire

Le principal intérét des substrats synthétiqueshaturels est leur capacité a mimer
'environnement cellulaire naturel dans le but déeur caractériser le comportement
cellulaire sur ces surfaces. Pour cela I'élasticltén certains nombres de tissus a été
déterminée ce qui a permis I'élaboration de sutsstgant des élasticités proches des tissus
humains tels que le cerveau (0,5 kPa), le mus€l&iPh) ou I'os (100 kPa) (soft matter). Des
investigations orientées sur le destin des cellsbeEhes ont démontré que lorsque I'élasticité
du substrat a un ordre proche de celui de certasgs entraine une différenciation cellulaire
spécifiqgue au tissu. Ainsi, la culture de cellumsiches mésenchymateuses (MSCs) sur un
substrat élastique (gels polyacrylamide d’épaissatiable et avec une couche de collagéne 1
en surface) qui mime ['élasticité des tissus dwean, du muscle et du cartilage a pour
conséquence une différenciation cellulaire spée#fiqu tissu mimé. Ainsi, les MSCs se
différencient en cellules neuronales, en myoblastesncore en ostéoblastes selon qu’elles se
trouvent en contact avec les substrats avec dsscitkes comparables a leurs tissus naturels.

(Engler AJ et al. 2006, Matrix elasticity directsra lineage specification).
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1.8.3 Invasion tumorale

La transduction des signaux issue du microenveorent de la cellule fait intervenir
les intégrines. Ces récepteurs appelés « méchawssn influencent ainsi de nombreux
événements tels que les voies de signalisation Bho,et de nombreuses protéines de
signalisation telles que les FAK kinases ou emdas Src kinases (Tamada et al., 2004.) Les
tumeurs caractérisées par 'augmentation du voldmeissu acquierent généralement une
rigidité plus importante. Des études concernaritingasion tumorale ont mis en évidence
l'influence de la rigidité de la matrice et de tade exercée sur le cytosquelette de la cellule
sur la formation des complexes d’adhésions focaux, les protéines de signalisation.
L’ensemble de ces événements met en péril 'horaéiestellulaire conduisant dans les cas
les plus extrémes a des phénotypes tumoraux. lexm@ssion de la voie de signalisation
Rho au niveau des zones tumorales rigides (Friéd, d1999) ainsi que I'activation de ROCK
intervenant dans la dissémination des tumeursdainement établis (Croft et al. 2004). Il a
été également démontré que des variations de iditéigde la matrice de l'ordre d'une
centaine a mille Pa suffisent largement a pertutlaechitecture tissulaire caractérisée par
laugmentation de la masse tissulaire suite a l@xguwession de Rho puis de Erk. Cette
surexpression conduit a I'ancrage de plus en pasalidé par la machinerie adhésive de la
cellule ce qui entraine 'augmentation de la rigidiu tissu (Paszek et al., 2005 Tensional

homeostasis and the malignant phenotype).
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2.1 Matériels
2.1.1 Les polyélectrolytes
Polyélectrolytes non fluorescents :

Les polyélectrolytes sont des polymeéres constitigéglusieurs chaines de monomeres
possédant au moins une charge. Les polyélectradgies dissous dans une solution tampon
(eau ultrapure, Milli-Q de résistivijg= 18,2 M) de 150 mM NaCl et de 20 mM Tris ajustée
a un pH 7,4 afin d’obtenir une concentration findée polyélectrolytes a 1mg/mL. Plusieurs
types de polyélectrolytes ont été utilisés au cale&rshos travaux, leurs caractéristiques sont

consignées dans les tableaux ci-dessous.

Nature du | Notation Structure moléculaire MassepKa | Fournisseut
polyélectrolyte| (charge) molaire
(g/mol)
o]
NH—CH—L'
Poly(L-lysine) | PLL 27000 | 10,5 Sigma-
(+) + Aldrich
HyN /n
. 00 " o
Acide HA . =0 Bioiberica
Hyaluronique |  (-) on 0 °T 412000| 2,9 | Lifecore
0 Su /L“ Biomedical
H,c™ © "

Tableau 2.1. Polyélectrolytes dégradables
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Nature du | Notation Structure moléculaire MassepKa | Fournisseut
polyélectrolyte| (charge) molaire
(g/mol)
Poly(sodium PSS L e * 70000 / Sigma-
4- ) ) Aldrich
styrene @
sulfonate) o=p—07/
O
Poly PAH 70000 / Sigma-
hydrochlorure|  (+) el CH—CH Aldrich
d’allylamine ’ (|:H‘
H3rs|1+ "

Tableau 2.2. Polyélectrolytes synthétiques non gkadables.

Polyélectrolytes fluorescents :

Nature du Notation Masse molaire pKa Fournisseur
polyélectrolyte (g/mol) ou méthode de couplag
fluorescent
Poly(L-lysine) Sigma-Aldrich
marquée a la Taux de substitution : de
fluorescéine | PLL™® 70 000 10.5 0.3a1 % FITC par
isothiocyanate lysine
Réaction de
polymérisation
Poly(styrene- ps&ho Non renseigné / Purification par dialyse
sulfonate) Caractérisation par
marqué a la spectroscopie UV/Vis
Rhodamine Fournit par le

laboratoire

e

Tableau 2.3. Polyélectrolytes fluorescents utilisés
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2.1.2 Construction des films

Lors de nos travaux, nous avons utilisé deux tglgesupports selon les expériences et
la technique de caractérisation employée. Pouexegriences d'immunofluorescences et de
western blots, nous avons utilisé des lames devele 12 milliméetres de diamétre, pour la
microbalance a cristal de quartz les supportssasliétaient en silice, congus spécialement
pour la QCMD.

Dans tous les cas, ces supports ont été soignens@eitoyés avant leur emploi pour
la construction des films multicouches. Deux protes différents de nettoyage sont suivis
selon la nature des supports utilisés. Ainsi, lestaux de QCM sont lavés pendant 15
minutes dans une solution de hellmanex a 2% cha@ffé0°C, puis rincés a I'eau milli-Q et
encore lavés pendant 15 minutes avec une soluddiGl a 100 mM portée a 70°C et enfin
rincés a l'eau ultrapure et séchés sous jet d’adate lamelles de verres sont nettoyées
pendant 15 minutes dans une solution chauffée @ @d@°SDS a 10 mM, ensuite rincées a
'eau milli-Q, puis de nouveau nettoyées pendanimiftutes dans une solution de HCI a 100
mM chauffée a 70°C, et enfin rincées a I'eau ulirapet séchées puis autoclavées.

Les films multicouches ont été construits par frage (« dipping »)Pour la
réalisation de films contenant un nombre élevé olecloes, I'opération de dépbt sur les
supports est programmée a l'aide d’'un bras auisén@ipping Robot, Riegler et Kirstein,
GmbH, Berlin, Allemagne) (figure 2.1). Les supporgintenus sur ce bras robot sont
séquentiellement plongés dans les solutions deéfaaliyolytes et de rincage. lls sont tout
d’abord immergés dans la solution de polycatiorsr(iin.) puis rincées (10 min.) avec une
solution de ringage identique a la solution dedaliggon des polyélectrolytes. IIs sont ensuite
plongés dans la solution de polyanions et rincésuvant le méme protocole que pour le
dépb6t des polycations. Ce cycle est répété autanfoid que nécessaire pour obtenir le

nombre de paires de couche désiré.

-68-



Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Figure 2.1.Construction d’'un film multicouche par trempage.

Les films construits sont répertoriés dans leeablsuivant ainsi que les modules de

Young apparents correspondants:

Architecture E (kPa Notation
(PLL/HA) 24 -0 =
(PLL/HA),4-(PSS/PAH) ~ 50 E50
(PLL/HA) »4-(PSS/PAH) ~ 200 E200
(PLL/HA),4-(PSS/PAH), ~ 500 E500
(PSS/IPAH) ND 0/2
(PSSIPAH) ND 0/5
(PSS/PAH), ND 0/12

Tableau 2.4.Module élastique de Young apparent de (PLL/HAY-(PSS/PAH), avec n =2, 5, 12.

Pour les films notés 0/2, 0/5, 0/12, le module aringy apparent n’a pas été mesure,
mais ces films sont considérés comme des filmssdayant un module de Young de l'ordre

du GPa c'est-a-dire proche de celui du verre (Duibegal., 2003).
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2.1.3 Méthodes de caractérisation et d’analyse
2.1.3.1 Microscopie confocale a balayage laser

Phénoméne de Fluorescence

La fluorescence est la propriété d’'une moléculabaorber un photon, puis a le
réémettre a une longueur d’onde plus élevée (figuze Soumise a une excitation lumineuse
de longueur d'onde donnée, la molécule fluorescesteportée dans un état électronique
excité (S1’). A température ambiante, la conversigerne entraine une perte partielle de
I'énergie absorbée par relaxation vibrationnelldaemolécule se retrouve a un état excité
moins élevé en énergie (S1). Le retour de la m&#éauson état électronique fondamental
(S0) est associé a une libération d’énergie lunsaepius faible que I'énergie associée a
I'excitation lumineuse ce qui se traduit par uneglaeur d'onde d’émission supérieure a la

longueur d’onde d’absorption (Déplacement de Stecke

<y
T @ee g

Nvey |1 \ Nvey @)

S 4

Figure 2.2. Diagramme de JablonskiLa molécule fluorescente initialement a I'étatdamental SO absorbe de
I'énergie lumineuse (1) et se retrouve a I'étatitéx81’. Lors de la désexcitation, la molécule pdiabord de
I'énergie par conversion interne (2) (vibration®ocs moléculaires) et se retrouve a |'état exciéheatgie
inférieure S1 puis subit une transition électrorigie I'état S1 a son état stable SO (3). Cettesitran libére de
I'énergie sous forme lumineuse a une longueur cBopllis élevée que la longueur d'onde d’excitatioar (
I'énergie d’émission est plus faible que celle digation).

Sondes fluorescentes
Lessondes fluorescentes sont des molécules relativigmeéites pouvant étre couplées
de facon covalente a différents polyélectrolytesrmacromolécules biologiques. En raison de

leur large rendement quantique de fluorescencegdedes fluorescentes peuvent fournir une
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tres grande sensibilité de détection et permetiemigerie d’especes moléculaires présentes
dans les films multicouches de polyélectrolytes das techniques de microscopie de

fluorescence telle que la microscopie confocalalayage laser.

Principe de la microscopie confocale a balayagedias

Le principe général de la microscopie confocattéaproposé par Minsky (1957). I
s’agit de diriger un faisceau laser sur un poirtci@ (point focal) de I'échantillon a l'aide
d’'un microscope a épi-fluorescence. Cependantajettdu faisceau laser dans I'échantillon
génere de la fluorescence en dehors du plan fBecair éliminer cette fluorescence parasite,
un trou de filtrage appelé pinhole (« trou d’aiguib) est placé en amont du détecteur et ne
laisse passer que la lumiére en provenance du fomalk (figure 2.3). L'image ainsi obtenue

présente un bon rapport signal/bruit.

Photomutiplicateur

"
Plan image v i Trou d"aiguille (pinhole)
1N
! Lentille |

Diaphragme

Mirgir |
dichraique |

— Lentille de I'ebjectif

Echur;__ti_rl_r_n{-_: e — Dessus du plan focal

- Plan focal

Dessous du plan focal

Figure 2.3.Schéma de principe d'un microscope corfale a balayage laserLa source laser est condensée
par l'intermédiaire d’'une premiére lentille, d'uniroir dichroique et de l'objectif en un point focdla
fluorescence émise par I'échantillon est ensuiteuedlie par un photomultiplicateur. Pour éliminé&
fluorescence parasite (ligne en pointillé), le tamifiltrage (pinhole) est disposé au niveau dun taage de
I'objectif.
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Le balayage de I'échantillon par le laser, en fmint (x,y) de la surface fournit une
image du plan focal. Ce balayage dans le plan twtét est obtenu a l'aide de miroirs
motorisés disposés sur le trajet optique du ld&aur le balayage vertical (en z), I'objectif est
monté sur un moteur piézo-€électrique. Il est ghasisible d’obtenir des images en provenance
de différents plans focaux de I'échantillon et aide reconstituer une structure en trois
dimensions avec une résolution latérale et normespectivement de 0.16n et 0.5um pour
un objectif ayant une ouverture numérique de 1.Auglisation d’'une longueur d’onde de
500 nm. Cette caractéristique est particulieremntéressante pour étudier la structure
normale des films multicouches épais (micrométrsy@m milieu aqueux. La configuration la
plus courante est le mode réflexion que nous awdilisé pour I'observation des films
multicouches. Dans ce mode, la méme lentille séataliser la source et a faire I'image sur le

détecteur.

Reconstitution d'images

Le faisceau laser se déplace par lignes pour imageplan (x,y). La platine porte
objet, support de I'échantillon (lame de verre euilfe de silicone fixée dans le dispositif
d’étirement), est également déplacée en z d'urfipasonstant Az). Une image numérique
des plans (x,y) du film est prise successivemeunt pbaque paaz et l'utilisation du pinhole
(« trou d'aiguille ») permet d'imager un plan doreré éliminant les contributions des zones
situées en-dessus et en-dessous de ce plan. Linratpmensionnelle peut alors étre
reconstituée et I'objet peut étre visualisé pandhes, sous différentes vues a l'aide du
logiciel Zeiss LSM Image Browser (figure 2.4). Uasers les plus couramment utilisés sont:
- Laser Argon contenant trois raies : 459 nm, 483boleu) et 514 nm (bleu-vert),
- Laser Hélium Néon | : 543 nm (vert),

- Laser Hélium Néon II: 633 nm (rouge).
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Procédure

Au cours des expériences de microscopie confocalas avons utilisé les raies
d’excitation a 488 nm fournie par le laser Argorteite a 543 nm fournie par le laser Hélium
Néon |. Le microscope confocale utilisé (Institet Biologie Moléculaire des Plantes, CNRS,
Strasbourg) est de type LSM 510 (Zeiss), montéusumicroscope AxioVert 100M (Zeiss)
associé aux lasers Hélium/Néon et Argon. Pour lisrales films multicouches de
polyélectrolytes, les polyélectrolytes sont couplésec des sondes fluorescentes,
généralement la fluorescéine isothiocyanate (FIXCitation 488 nm/émission 520 nm) ou

bien la rhodamine (Rho excitation 570 nm/émissi®s Bm).

Projection gauche Projection droite

— Coupe
transvearse

o
/

sommé des plans x-y

Figure 2.4. Principe de reconstitution d'images elD. Une image numérique (x,y) est réalisée a difféente
hauteurs en z avec un pas de déplacement comstagttI'image en 3 D est reconstituée par la sommeas
plans. On peut alors accéder aux coupes transgsrsaivant les plans verticaux (xz) et (yz). Laohdtson
verticale du microscope confocale dépend de ladengd’onde utilisée et se situe aux alentoursQfersn.

Sur les films multicouches dont I'un au moins gedyélectrolytes diffuse a travers
'ensemble de la construction, le dép6t d’'un pagéolyte marqué permet de visualiser
lintégralité du film (figure 2.5). Ainsi, pour oéhir un marquage complet du film, le
polyélectrolyte est déposé en couche terminale gendine dizaine de minutes. Le
microscope confocal utilisé disposant de plusidasers, il est possible de co-marquer les

films multicouches a lI'aide de deux sondes fluoeeses différentes.
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Figure 2.5. Coupe verticale (en z) d'un film multiouche (PLL/HA)e/PLL 7. Film construit sur une lamelle
de verre et observé par microscopie confocale amabjectif X 40. La bande verte correspond aftausion
de la PLIF'™® & travers tout le film et permet de mesurer I'épais du film, ici environ 14.6m.

2.1.3.2 Microscopie a épi-fluorescence

En microscopie a eépi-fluorescence, la lumiere wsit d’abord filtrée (filtre
d’excitation) puis dirigée par un miroir dichroiqueers l'objectif qui sert d’abord de
condensateur au faisceau d’excitation. L'object#t ensuite utilisé pour collecter la
fluorescence émise par I'échantillon. L utilisatidiun tel dispositif (TE200 ; Nikon) associé
a I'emploi d’un miroir dichroique et d’'un film d’é@ssion limite I'incidence de la lumiere

excitatrice sur le signal collecté aux oculaire®atnit des images avec un bon signal/bruit.

2.2 Méthodes
2.2.1 Les modeéles cellulaires étudiés

Les cellules épithéliales de rein de kangouro2RIATCC CCL56) sont cultivées
dans le milieu de culture « Roswell Park Memorratitute » RPMI-1640 complémenté en
glutamax,a 10%sérum de veau feetal (FBS, Gibco), a 5% de pémieikitreptomycine (100
pg/mL, Invitrogen)dans une étuve thermostatée a 37°C sous une atémegid 5% de CO
Lors des repiquages, les cellules sont détachéestrgpsinisation (Tryple Express,
Invitrogen) pendant 4 min a 37°C. Les cellules siatkées par congélation dans un milieu

de congélation (Gibco).
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Les cellules épithéliales humaines SW480, issuaredlignée d’adénocarcinome
colorectal sont cultivées dans le milieu de cultB@feMI-1640 complémenté en glutamax, a
10% de sérum de veau feetal (FBS, Gibco), a 5% de plémécstreptomycine, en insuline
(0,025 U/ml), en hydrocortisone (50 mg/mL), en liotique G418 (1,25 mg/mL). Les

compléments cités ci-dessus sont des produitsdmh.

2.2.2 La Synchronisation mécanique

Pour les études de prolifération cellulaire, lesllules sont déposées a une
concentratiorde 2x1@/mL. Pour les expériences de synchronisation mgoaniles cellules
sont ensemencées trois jours avant I'expérienagedcancentration de 1,2X16n7. Afin de
récupérer un maximum de cellules en mitose, noggodbns de nombreuses flasques de
cultures de 125 ctmUne fois ces flasques rincées au PBS 1x, chadiafie subit une série
de frappes seches afin de détacher les cellulanimse. Ces dernieres sont récupérées et
centrifugées a 700 tours/minute pendant 7 minutes lg surnageant est retiré et le culot
suspendu dans un volume minimum donné constitudilieu de culture dépourvu de sérum.
Ce milieu est ensuite distribué a hauteur de 0,5parl puits d’'une plaque de 24 puits
contenant la lamelle de verre ou les différentssgals investis. Quinze minutes apres le
début du dépbt des cellules en mitoses, qui onteetemps d’adhérer au substrat, nous
remplacons le milieu dépourvu de sérum par un mi@mplet. Cet instant donne le temps 0’
de notre expérience. Nous arréterons la progrestercellules sur le substrat aux différents
temps indiqués par fixation et perméabilisationyra solution de PFA a 3,7% / 0,5 % Triton
X-100 pendant 15 minutes. Les lamelles ainsi fixées sonservées dans du PBS 1x jusqu’a

immuno-marquage.
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2.2.3 Adhésion cellulaire
2.2.3.1Test MTT

Ce test informe sur la viabilité cellulaire en mwest I'activité mitochondriale des
cellules. Le test MTT est réalisé selon la méthdéerite par Mosmann (1983). Le principe
du test MTT consiste & mesurer l'activité de lacsate déshydrogénase mitochondriale
uniqguement présente chez les cellules vivanteste Cetzyme, par coupure du cycle
tétrazolium, transforme le MTT, ou Bromure de 35{diméthylthiazol-2-yl) -2.5-
diphényltétrazolium) de couleur jaune, en cristdexformazan bleus. Le MTT est déposé a
raison de 1 mg/mL de RPMI-1640 sans sérum. Aprasbiation (3h, a 37 °C), les cristaux de
formazan sont solubilisés dans une solution deopaol (1/6 v/v) et 5 N de HCI (15 min a
37°C sous agitation). La quantité de formazan ewstuiee évaluée par une lecture

spectrophotométrique a 550 nm (par rapport a ufégerce a 650 nm), la densité optique

étant directement proportionnelle au nombre daileslvivantes.

2.2.3.2 Test de viabilité cellulaire par mesurel@etivité de la phosphatase acide

La viabilité des cellules a été également déteaéequantifiée par mesure
colorimétrique de la phosphatase acide. Le subdgiiesté est le pNPP, il s’agit du substrat des
phosphatases modifi€ en un composé jaune le phiérml. Le pNpp, substrat chromogéne
des phosphatases et notamment de la phosphatake qgi hydrolyse ce dernier en un
composé terminal le p-nitrophénol.

L’enzyme phosphatase acide ne fonctionne qu'esemee d’ATP, soit dans des
cellules vivantes voire non quiescentes. Son aétigugmente proportionnellement au
nombre de cellules viables. Elle est dosée en untkenpon acétate 0,10 M a pH 5,0 (pour

inhiber les phosphatase alcalines), 0,1 % de TXtd®0 (pour perméabiliser les membranes)
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et 2,7 mM de para-nitrophényl phosphate (commetgtpslirectement placés dans les puits
de culture.

Préalablement le tapis cellulaire aura été lawt au PBS (phosphate-buffered saline)
pour éliminer les cellules mortes et non adhérentaséaction est laissée a incuber pendant
2,5 heures a 37 °C et bloguée par addition ded6e NaOH 1 M. Une coloration jaune
apparait alors fortement, causée par le para-hiémop qui est jaune a pH alcalin. La
coloration est mesurable par une mesure de I'absogha 405 nm avec le lecteur de plaque

Elisa Multiskan EX (Thermo electro corporation®©).

2.2.4 Immunomarquage
Les technigues d'immunomarquage ont recours aamisorps qui reconnaissent

spécifiguement une molécule.

Les anticorps

Les anticorps sont des molécules complexes, apmart a la famille des
immunoglobines d’ou la notation Ig. lls constitudimmmunoglobuline principale du sang.
Les anticorps sont sécrétés par des cellules diftéées a partir des lymphocytes B : les
plasmocytes. lls interviennent dans les réponsesuinitaires lors de détection de molécules
étrangeres que I'on nomme antigenes. lls ont pooction de reconnaitre et de se fixer

spécifiguement a I'antigéne.

Structure générale

Les anticorps sont des glycoprotéines de la sapglie des immunoglobulines

formées de 4 chaines polypeptidiques dont deuxdited lourdes et les deux autres Iégeres.
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Ces chaines sont reliées entre elles par de nomlpents disulfures qui assurent une

flexibilité a la molécule. Ces chaines forment stracture en Y.

Role des anticorps

Les anticorps interviennent lors de la réponse umitaire et ont trois fonctions
principales : reconnaitre et se lier a I'antigénss @ctiver le systéme immunitaire.
Les anticorps ont la capacité de reconnaitre esealdixer de maniere spécifique sur un
antigéne. Cette spécificité est assurée par leepcésde domaines hautement variables aux
extrémités des anticorpsa fixation de l'antigéne par l'anticorps constitua signal de
reconnaissance pour les cellules immunitaires éeargle les détruire. Il faut préciser qu’un
anticorps donné reconnait spécifiguement une zoéeige de l'antigéne, zone dénommée
épitope. Cependant, un antigene comprend plusiépitepes et peut étre reconnu par

différents anticorps.

Il existe deux types d’anticorps, les anticorps nowbonaux et les anticorps
polyclonaux. Les anticorps monoclonaux sont des@nus qui reconnaissent qu’un seul type
d’épitope sur un antigene. lls sont par définitions identiques et produits par un seul clone
de plasmocyte. Les anticorps polyclonaux sont unl panticorps reconnaissant différents
épitopes sur un antigene donné. Chaque idiotyp®e(gai reconnait un épitope particulier) de

I'anticorps est sécrété par un clone de plasmatifféerent.

Principe de 'immunomarquage

Le principe de 'immunomarquage repose sur laatiée d’'une protéine d’intérét par

un anticorps dirigé contre celle-ci, il s’agit danticorps primaire. Ce dernier est lui-méme
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reconnu par un second anticorps couplé a un fllmm@p Ainsi la protéine d'intérét est

observée par la méthode d'immunofluorescence icidire

Déroulement de I'expérience :

Les cellules qu’elles soient en interphase (PxHllules) ou synchronisées (1,210
par cnf) sont déposées sur les différents substrats étuthés films multicouches de
polyélectrolytes construits sur des lamelles deeyaru le verre seul). Ces lamelles de verres
comportant les films ou non, sont elles-mémes digmslans des puits des plaques de 24
puits. Les cellules sont ainsi cultivées le tempsessaire avant I'étape de fixation. Les
cellules sont ensuite fixées avec de la PFA a 3dats du PBS pendant 15 minutes. Elles
sont ensuite perméabilisées par une solution dé BFA / 0,1% Triton X-100 pendant 10
minutes. Apres rincage par du PBS 1x, les cellate® bloquées par une solution de FBS
10% dans du PBS 1x préalablement décomplémenté@apiela nuit & 4°C. L’ensemble des
solutions contenant des anticorps est dilué danBRis 1x. Chaque étape d’'incubation est
précédée par un délai de rincage au PBS1 x. Nausams ensuite la lamelle avec les
cellules fixées par le premier anticorps primainéuéd au 1/108™ pendant lheure a
température ambiante généralement. L’ensembleaksorps primaires utilisés est indiqué
dans le tableau 2.5. Aprés ringage au PBS 1x,deelles sont incubées par I'anticorps
secondaire couplé a un fluorophore, dilué au pbéald.e marquage de I'’ADN est réalisé a
I'aide d’une solution de Hoechst 33258 (Sigma) gugadml pendant 5 minutes. Les lamelles
sont ensuite montées sur une lame de verre ennpeske milieu de montage Vectashied

(Vector Labaratories) avant observation au micrpsapépifluorescence.
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Anticorps primaires Fournisseur

IntegrinaV, Mouse Santa Cruz Biotechnologies
Vinculin, Mouse Sigma

Brdu, Mouse GE Healthcare

Racl, Mouse Millipore

hnRNPA1, Mouse Abcam

Acetyl-Histone-H3, Rabbit Millipore

Caspase-3, Rabbit Cell Signaling,

a-Tubulin, Rabbit Santa Cruz

Tableau 2.5. Anticorps primaires utilisés lors desmmunomarquages.

Les anticorps secondaires sont choisis selontlaanae I'anticorps primaire (Mouse
ou Rabbit) et le fluorophore adapté ( FITC ou TRITCensemble des anticorps secondaire

utilisé est répertorié dans le tableau ci-dessous :

Anticorps secondaires Conditions d'utilisation Hosseur
Goat Anti-Mouse,Hilyte Dilution: 1/506™ ANASPEC
Fluor™ 488-labeled Temps d'incubation: 30 minutes
FITC-conjuguated Donkey | Dilution: 1/100G6™ Jackson
Anti-Mouse Temps d’incubation: 15 minutesiImmunoresearch
Goat Anti-Mouse IgG-TRITC | Dilution: 1/260¢ Santa Cruz
Temps d’incubation: 30 minutesBiotechnologies
Goat Anti-Rabbit IgG-TRITC | Dilution: 1/2060" Santa Cruz
Temps d’incubation: 30 minutesBiotechnologies

Tableau 2.6 Anticorps secondaires utilisés lors demmunomarquages.

Pour les marquages ciblant I'actine, nous procedonn marquage par la phalloidine
couplée au TRITC (1pg/ml pendant 15 minutes, Sigrha)phalloidine est une toxine qui

possede la propriété de fixer spécifiqguement lasints d’actine.
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2.2.5 La réplication chez les eucaryotes

La réplication est une étape primordiale précétmuivision cellulaire. Lors de cette
étape la cellule dupligue son ADN. Il s’agit du @&dé qui a partir d’'une molécule d’ADN
permet I'obtention de deux molécules d’ADN. L’ADNMteune macromolécule formée d’'un
assemblage successif d’'unité structurale nommékatide. Un nucléotide comprend trois
éléments, un groupement phosphate lié a une meléeutiésoxyribose et une base azotée. Il
existe quatre types de bases azotées, I'adénineldAhymine (T), la guanine (G) et la
cytosine (C), ces bases azotées sont complément&iette complémentarité ne se fait pas au
hasard, I'adénine s’associe avec la thymine etytasme avec la guanine. L'ADN est
constitué de deux séquences de nucléotides fordeamt brins complémentaires conférant la
structure en double hélice.

Lors de la réplication de I'ADN, les deux brinss&parent et chacun sert de modéle pour la
synthése d’un nouveau brin complémentaire.

L’ADN polymérase joue un rdle primordial lors dacs processus, il est chargé de
rajouter a I'extrémité 3’ en cours de formation désoxiribonucléotides complémentaires. La
réplicationin situ permet de marquer spécifiquement les cellules enscte réplication par
I'ajout de l'uracile (présente dans le milieu ddétute). L'uracile est une base azotée se liant a
I'adénine lors de la traduction de 'ADN en ARNmarquée au bromodésoxyuridine (BrdU)

ce qui permet 'immunomarquage spécifiqgue d’'unéuteken cours de réplication.

Déroulement de I'expérience

Aprés avoir ensemencé les cellules épithélialk® 8tune concentration de 1XAfn?
dans le cas de cellules non synchronisées et 1'2x¥f¥ dans le cas de cellules
synchronisées, et laisser adhérer le temps sout@it® changeons le milieu de culture par un

milieu de culture contenant du BrdU dilué au 1F§WRPN 201, GE Healthcare Europe), la
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durée de cette incubation est de 15 minutes, etpedicéde I'étape de fixation. La fixation et
la perméabilisation se font en une étape a l'aldeedsolution de PFA a 3,7% / 0,05% Triton
X-100 pendant 15 minutes. Il en suit I'étape decae par du serum décomplémenté a 10%
pendant la nuit & 4°C. Aprés rincage au PBS 1xcédlsles sont incubées par une solution
contenant de DNase et I'anticorps anti-BrdU dilué1al06™® (kit RPN 202, GE Healthcare
Europe) a 37°C pendant 1 heure. Apres rincage &1P8les cellules sont incubées par une
solution contenant I'anticorps secondaire, goai-mouse 1gG Hilyte Flud 488 dilué au

1/5060™ dans du PBS 1x pendant 30 minutes.

2.2.6 L’'inhibition de Rac 1

La protéine Racl est une GTPase, elle interviemsdde nombreuses voies de
signalisation intracellulaires. Les GTPases Ra@dgmnent a la famille des petites protéines
G Rho, branche de la superfamille Ras. Racl estpuoiine ubiquitaire ayant un role
notamment dans la régulation du cytosquelette id@actt de la croissance cellulaire. La
protéine Racl est sous la forme Racl-GTP ou RacR-GB passage d’'une forme a l'autre se
fait via I'effecteur TIAM1 qui vient se fixer sualforme RAC1-GTP, permettant ainsi le
passage vers la forme Racl-GDP. L’inhibiteur de 1Ra&¢SC23766 (figure 2.6) (Merck
Calbiochem) est en compétition avec le site detiivade TIAM1, et il bloque ainsi Racl

sous la forme GTP (Gao Y.et al., 2004) (figure 2.7)

M
e = T
H H
MH;

Figure 2.6. Formule moléculaire de I'inhibiteur e Racl NSC23766 (£H3CIsN-).
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2e-&

Figure 2.7. Action de l'inhibiteur de Rac1.

Déroulement de I'expérience

Les cellules sont ensemencées sur le substraéé&tuthe concentration de 1%
dans le cas des cellules non synchronisées et @.2kh? dans le cas de cellules
synchronisées, et laisser adhérer le temps soubaitprésence de l'inhibiteur de Racl,
NSC33766 a une concentration finale de 100 um.hibiteur est présent tout au long de
'expérience et le milieu de culture le contenasitt ®nouvelé toutes les deux heures. Les
cellules sont ensuite fixer et marquées selon lghote dimmunomarquage décrite

auparavant.

2.2.7 La transcription chez les eucaryotes

La transcription est I'étape pendant laguelle dégions codantes de 'ADN sont
transcrites en ARN. Elle se passe dans le noyARN’ polymerase Il y joue un grand role ;
elle copie un brin d’ADN en ARN et lors de ce premes I'adénine est copiée en uracile, et la
guanine en cytosine, la thymine en adénine et kmdaye en guanine, c’est lors de
I'incorporation de l'uracile que nous faisons iveemir le BrdU qui sera incorporé a la place
de l'uracile et marquera ainsi spécifiquement leButes en cours de transcription et sera

détecté par immunomarquage.

Déroulement de I'expérience
Les cellules sont ensemencées sur le substraéé&tuthe concentration de 14D

dans le cas de cellules non synchronisées et 1'2k¥f dans le cas de cellules
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synchronisées, et laisser adhérer le temps soubagéite minutes avant la fixation des
cellules, celles-ci sont rincées par un tampon iplygique, le tampon phosphate (100 mM
CH3COOK, 30 mM KCI, 1mM MgGl 10 mM NaHPQ,, 1mM DTT, 1 mM ATP)apH 7,4
pendant deux minutes sur un lit de glace (4°C)s,Has cellules sont incubées par le milieu
de transcription mixte (0,1 mM CTP, 0,1 mM UTP, 0qM GTP dilué dans le tampon
phosphate) contenant 0,1 mM BrU (Sigma) pendamhi2ites a 33 °C. Ensuite, les cellules
sont rincées par le tampon phosphate, puis periiggapar 0,2 % de Triton X-100 dilué dans
le tampon de phosphate pendant 3 minutes. Ledaskont alors fixées par 3,7 % de PFA
contenu dans le tampon de phosphate pendant 13awirAprés I'étape de blocage habituel,
nous procédons a lI'immunomarquage en détectantUea®ec un anticorps primaire anti-
BrdU dilué au 1/108™ (monoclonal anti-BrdU, clone BY-33, Sigma). Ledldes sont
ensuite incubées par I'anticorps secondaire, guineouse IgG Hilyte Fludt 488 dilué au

1/500"™ (AnaSpec) dans du PBS 1x pendant 30 minutes.

2.2.8 Apoptose

L’apoptose est un phénomeéne biologique ou la leefpuogramme sa mort. Il s'agit
d'un processus par lequel les cellules déclenclant auto-destruction en réponse a un
signal. Les cellules en cours de destruction sabtshabituellement une maodification
morphologique caractéristique ou la cellule et tayau rétrécissent, se condensent et se
fragmentent fréquemment. Les cellules qui meuremtgpoptose disparaissent de maniére
plus efficace que celles qui meurent par nécrag@fhmation induite suite au versement du
contenu cytosolique dans I'espace extracellulaire$. cellules apoptotiques sont phagocytées
rapidement par des macrophages ce qui évitent eérgél'inflammation. Pour activer la
phagocytose (mécanisme d’élimination), les cellalesptotiques modifient la chimie de leurs

surfaces permettant ainsi la reconnaissance pambBsophages. Plus précisément, les
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cellules exposent au niveau de leurs feuilletsragede leurs membranes plasmiques de la
phospahatidylsérine qui est un phospholipide curistidu feuillet interne. Puis, la

phosphatidylsérine induit le signal de reconnaissgour les cellules phagocytaires.

Les annexines qui forment une famille de protémmsla particularité de se lier a des
phospholipides. L'annexine V se lie notamment pHasphatidylsérine. Afin de marquer les
cellules en cours d'apoptose nous procédons a uquage via I'annexine V couplée a un

fluorophore.

Déroulement de I'expérience

Aprés avoir ensemencé les cellules épithélialk® Rtune concentration de 140’
dans le cas des cellules non synchronisées et @.2kh? dans le cas de cellules
synchronisées, et laisser adhérer le temps souhaiié avons procédé au marquage de
'annexine V selon les instructions du kit Vybrakpoptosis Assay Kit (Molecular Probes).

Les cellules sont ensuite analysées par microséo@pfluorescence.

2.2.9 La microscopie

Les échantillons sont montés a l'aide du milieu ndentage VectaShield (Vector
Laboratories). Les cellules marquées par les difleierophores sont visualisées par le
microscope a épifluorescence Nikon Elipse TE20& ibeages sont acquises a l'aide de la
caméra Nikon Digital (DXM 1200 ou DS-Q11MC respeetnent avec les logiciels ATC-1
ou NIS-Elements). Les images sont traitées et adaly avec le logiciel Image J

(http://rbs.info.nih.qov/ij).
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2.2.10 Western Blot
La technique de western blot consiste a détecepuntéine spécifique dans un
échantillon contenant des protéines totales egggjénéralement a partir de cellules ou de

tissus.

Déroulement de I'expérience

Les cellules sont ensemencées sur les substuai®es déposés au préalable dans des
plaques 24 puits (Nunc) a une densité de 2xHlules/cm et incubées dans le milieu de
culture complet pendant 4 heures a 37°C. Passé&lag tbs cellules sont traitées par une
solution a 1% de sodium orthovanadate a 0,2 M (8)gmndant 5 minutes. Les cellules sont
ensuite lysées par un tampon de lyse (20 mM TeldapH 8, 0,15 M NaCl, 2 mM EDTA,
1% NP-40, 10 % glycérol, 1 mM sodium orthovanadatetenant 1% de cocktail d’inhibiteur
protéasique (Sigma). L’extraction protéique seait rotation des échantillons a 4°C pendant
1 heure et centrifugation a 7000 g pendant 5 minaté°C. Les concentrations protéiques des
échantillons sont évaluées a I'aide du kit DC protssay (BioRad). Les extraits protéiques
sont déposés a concentration identique de protétate sur un gel SDS-PAGE (NuPAGE,
Invitogen) et apres migration des échantillonssdat transférés sur membrane nitrocellulose
(Iblot Transfer Stack, Invitrogen) puis blogués pae solution de T-TBS (0,1% Tween 20,
50 mM Tris-base a pH 7,6, O,15 M NaCl) contenaft tle BSA (Euromedex) et incubés a
4°C en présence de l'anticorps primaire (tabled@) @endant la nuit. Les blots sont ensuite
incubés par I'anticorps secondaire couplé a 'HR®I€au 2.8). Les bandes protéiques sont
alors détectées par chimiluminescence par I'utibsade solution de réaction avec le kit ECL

Plus Western Blotting (RPN 2132, GE Healthcare).
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Anticorps primaire

Conditions d'utilisation

Fouraeur

FAK-Y397-P, Mouse IgG1

Dilution : 1/2006™

Temps d’incubation : la nuit

BD Transduction Laboratories

FAK, Mouse IgG1

Dilution : 1/1008"

Santa Cruz Biotechnologies

Temps d’incubation : la nuit
p44/p42 MAPK, Goat Dilution : 1/2060¢ Cell Signaling
Temps d’incubation : la nuit
LIBS-Integrinpl, Mouse Dilution : 1/2000* Millipore
Temps d’incubation : la nuit

Tableau 2.7. Anticorps primaires.

Anticorps secondaire

Conditions d'utilisation

Faaseur

HRP-conjuguated anti-mouse

Dilution : 1/5600

Temps d’incubation : 2 heureg

GE Healthcare

HRP-conjuguated anti-rabbit

Dilution : 1/50606

Temps d’incubation : 2 heures

GE Healthcare

Tableau 2.8. Anticorps secondaires couplés a I'HRP.

Les anticorps secondaires sont choisis selon goité dirigés contre un anticorps « mouse »

ou « rabbit ».

2.2.11 Quantification

La fluorescence est visualisée avec le microsddien Elipse TE200. L’objectif

utilisé est le 63x1,4. Les images sont acquises veaméra digitale Nikon DXM 1200 ou la

caméra DS-Q11MC avec respectivement les logicielsC-A et « NIS-Elements ». Les

images enregistrées sont ensuite traitées pagigdblmage J (http://rsb.info.nih.govjij/
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Quantification des fibres d’actine (en pum)

La quantification des fibres d’actine est réaliaéec le logiciel imageJ, en mesurant la
longueur en um de 20 fibres de stress d’actinecphwle. La mesure est effectuée sur 20
cellules par condition (E500, E200, E50 et EO). késultats représentent la s.e.m de 3
expeériences indépendantes. La quantification edisé& sur 20 cellules pour la condition E50
pour le temps t4h post-synchronisation. Ce résubptésente la s.e.m de 2 expériences

indépendantes.

Quantification de I'aire cellulaire (en pr)

L’aire cellulaire est mesurée a partir des imag@gnues aprés immunomarquage des
cellules par I'anticorps anti-vinculine en utilisale logiciel ImageJ. Ce marquage permet
d’identifier le contour cellulaire. C’est le plandal correspondant au maximum d’étalement
cellulaire qui est retenue pour la mesure de I'aghulaire en prh 200 & 300 cellules sont
ainsi mesurées pour chacune des conditions (E500,B2500 et le verre) pour 7 temps
différents (1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h et 7h). Les Itdtireprésentent la s.e.m de 3 expériences

indépendantes. (astérisque : non statistiquem#éteatit, P<0,01, « ANOVA per rank »)

Quantification des spots de vinculine (en pm)

La quantification des spots de vinculine est séai avec le logiciel imageJ, en
mesurant la longueur en um de 20 contacts de wirecphr cellule. La mesure est effectuée
sur 20 cellules par condition (verre, E500, E20&%0) pour 7 temps différents (1h, 2h, 3h,
4h, 5h, 6h et 7h). Les résultats représentent dansde 3 expériences indépendantes.

(astérisque : non statistiguement différent, P<&k@OBunn’s method »).
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Quantification du signal nucléaire fluorescent coespondant au BrdU (en unité arbitraire)
La quantification de l'intensité de fluorescena@respondant au signal BrdU est
réalisée avec le logiciel imageJd (en pourcenagaitduarbitaire). La quantification est
réalisée sur 50 cellules par condition (verre, EFE®00 et E50) et pour 7 temps différents
(2h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h et 7h). Les résultats ssprent la s.e.m de 3 expériences

indépendantes.

Quantification du signal fluorescent correspondaatRacl (en unité arbitraire)

La quantification de [lintensité de fluorescencerrespondant au signal Racl
cytoplasmique est réalisée avec le logiciel imafgd pourcenage d’unité arbitaire). La
guantification est réalisée sur 200 cellules padamn (verre, E500, E200 et E50, verre avec

linhibiteur NSC23766) et pour 3 temps différerdg,(4h et 7h).

Quantification du signal nucléaire fluorescent coespondant au BrU (en unité arbitraire)

La quantification de lintensité de fluorescencarrespondant au signal BrU est
réalisée avec le logiciel imageJd (en pourcenagaitduarbitaire). La quantification est
réalisée sur 300 cellules par condition (verre, 58200, E50 et EO) pour cellule non
synchronisée et pour le temps t4h apres adhés@quantification est réalisée sur 50 cellules
pour la condition E50 pour le temps t4h post-syostsation. Les résultats représentent la

s.e.m de 2 expériences indépendantes.

Quantification du signal nucléaire fluorescent coespondant au marquage hnRNP Al (en
unité arbitraire).
La quantification de I'intensité de fluorescencerespondant au signal hnRNP Al est

réalisée avec le logiciel imageJ (en pourcenagaitduarbitaire). La quantification est
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réalisée sur 300 cellules par condition (verre, 58200, E50 et EO) pour cellule non
synchronisée et pour le temps t4h apres adhéses.résultats représentent la s.e.m de 3

expériences indépendantes.

Quantification de I'aire nucléaire (en prf)

L’aire nucléaire est mesurée a partir des imad#snoies pour les expériences de
compétences transcriptionnellees (marquages ddgleselau BrU et hnRNP Al) apres
marquage de cellule non synchronisé, 4h apres mahésu Hoechst 33258 (marqueur de
I’AN), en utilisant le logiciel ImageJ. Le noyautesonsidéré comme un objet sphérique
(particulierement pour la condition EOQ). L'aire (D) est mesurée au niveau du plan focal
correspondant au milieu du noyau. 400 noyaux sam$i anesurés pour chacune des
conditions (E50, E200, E500 et EOQ). Les résultafgésentent la s.e.m de 3 expériences

indépendantes. (astérisque : non statistiquem#atetit, P<0,05, « ANOVA»)

Quantification du signal fluorescent correspondamu marquage phosphatidylserine (en
unité arbitraire).

La quantification de [lintensité de fluorescenceorrespondant au signal
phosphatidlyserine  membranaire (annexineV) estisé&al avec le logiciel imaged (en
pourcenage d'unité arbitaire). La quantification esalisée sur 300 cellules par condition
(verre, E500, E200, E50 et EO) sur cellules norclssonisées et pour le temps t4h apres

adhésion.
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Quantification du signal nucléaire fluorescent coespondant au marquage histone H3
acétylé (en unité arbitraire)

La quantification de I'intensité de fluorescencerespondant au signal nucléaire fluorescent
histone H3 acétylé est réalisée avec le logicielged (en pourcenage d’'unité arbitaire). La
guantification est réalisée sur 300 cellules paddmon (verre, E500, E200, E50 et EO) sur

cellules non synchronisées et pour le temps tdésaguihésion
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Chapitre 3

Role de I'élasticité du substrat sur la
replication et la transcription

de cellules épitheliales PtK2

3.1 Introduction a I'article 1
3.2 Article 1

Kocgozlu L, Lavalle P, Koenig G, Senger B, Haikel Y, Schaa¥/&egel JC, Tenenbaum H,
Vautier D

« Selective and uncoupled role of substrate elfstitthe regulation of replication and
transcription in epithelial cells », Journal of C&tience 2010, 1;123(Pt 1):29-39

3.3 Résultats complémentaires

3.4 Résumé
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3.1 Introduction a I'article 1

Les réponses cellulaires induites par la variatieélasticité sont largement étudiées.
L'impact au niveau de I'adhésion cellulaire notamini@ mise en place des contacts focaux,
la dynamique du cytosquelette d’actine, ou enceee dremieres molécules des voies de
signalisation telles que les FAK, MAP kinases sdet sujets d’investigation majeurs
(Rehfeldt et al. 2007, Wei et al., 2008). Ces twxvant mis en évidence les intégrines comme
principaux meécanorécepteurs des cellules. Ces éeanont également ouvert d’autres
guestions telles que la traduction d'un signal miégse en un signal chimique ou encore
'impact des forces exercées sur les sites cryptigqies cellules ainsi que la conséquence au
niveau moléculaire de telles forces.

La différenciation cellulaire contrlée par I'éiagé représente un autre axe d'étude
fort intéressant et promoteur notamment dans legveiles avancées thérapeutiques
concernant les cellules souches (Engler et al§R200

L’émergence de ces nouveaux substrats synthétiques naturels et leurs
caractérisations physico-chimiques permettant deenie microenvironnement de la cellule
ont également contribué dans la compréhension diptanse cellulaire vis-a-vis du substrat.
Ces études ont démontré que les cellules pouvaidaire 'augmentation de la rigidité de
leurs microenvironnements en renforcant par exeneples sites d’ancrages, influant ainsi le
recrutement des intégrines. La cascade de cesrae@tepeut conduire a la dérégulation des
voies de signalisation Erk puis Rho favorisantdiasition du caractere tumoral des cellules
devenues plus contractiles (Paszek et al., 2005)

Les événements cellulaires fondamentaux tels gueéplication, la synthése et
maturation de I'ARN messager ainsi que la biogértisse sous-unités ribosomales ont lieu

dans le noyau. Une question fondamentale encore abomdée est de déterminer si la
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réplication et la transcription peuvent étre infloées par des parameétres mécaniques
extracellulaires, plus précisément par I'élastidiiesubstrat et quelles pourraient étre les voies
de signalisations impliquées. Ces questions comestitle sujet central de m&“lpartie de

mon travail et font I'objet de ce chapitre.

3.2 Article 1
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Summary

Actin cytoskeleton forms a physical connection between the extracellular matrix, adhesion complexes and nuclear architecture. Because
tissue stiffness plays key roles in adhesion and cytoskeletal organization, an important open question concerns the influence of substrate
elasticity on replication and transcription. To answer this major question, polyelectrolyte multilayer films were used as substrate models
with apparent elastic moduli ranging from 0 to 500 kPa. The sequential relationship between Racl, vinculin adhesion assembly, and
replication becomes efficient at above 200 kPa because activation of Racl leads to vinculin assembly, actin [iber formation and,
subsequently, to initiation of replication. An optimal window of elasticity (200 kPa) is required for activation of focal adhesion Kinase
through auto-phosphorylation of tyrosine 397. Transcription, including nuclear recruitment of heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Al (hnRNP Al), occurred above 50 kPa. Actin fiber and focal adhesion signaling are not required for transcription. Above 50 kPa,
transeription was correlated with cov-integrin engagement together with histone H3 hyperacetylation and chromatin decondensation,
allowing little cell spreading. By contrast, soft substrate (below 50 kPa) promoted morphological changes characteristic of apoptosis,
including cell rounding, nucleus condensation, loss of focal adhesions and exposure of phosphatidylserine at the outer cell surface. On
the basis of our data, we propose a selective and uncoupled contribution from the substrate elasticity to the regulation of replication

and transcription activities for an epithelial cell model.

Key words: Substrate elasticity, Integrin, Actin, Vinculin, Rac1, Replication, Transcription

Introduction

Cell activity in vivoe is largely dependent on the properties of the
surrounding tissue, where numerous biochemical and mechanical
cues originate, For instance, during their development, neuronal
crate cells cross different extracellular stroma, To colonize targeting
organs, circulating lymphocytes cross several tissues. Also, in
pathological processes such as metastastic disseminations, tumor
cells acquire the ability to migrate into the stroma. Up 1o now,
extracellular matrix (ECM)-cell interactions driving these various
processes have generally been investigated using biochemical
approaches, These in vitro studies are often performed on plastic
or glass dishes, which constitute stiffer surfaces than the stiffest
living tissues. Moreover, various substrates {e.g. isoform laminin,
collagen I/IV ete.) interact with different types of receptors to
activate various signaling pathways, ultimately resulting in different
cell responses (Gross et al., 2008), However, little is known about
the consequences on cell behavior of varying physical parameters
of the cell microenvironment. Major cellular events take place within
the nucleus, including replication, messenger RNA synthesis and
processing, and ribosome subunit biogenesis. How mechanical
matrix information transmitted through the cytoskeleton can affect
both structure and function within the nucleus is a matter of great
debate {Gieni and Hendzel, 2008). ‘Tensegrity’ models postulated
how mechanical forces, generated through cell-ECM interactions
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via focal adhesions (FAs) could impact cytoskeletal and nuclear
morphology and ultimately induce changes in the pattern of gene
expression (Wang et al., 2009). Conversion of mechanical
information into a cellular signal i1s mediated by the actin
cytoskeleton through interactions between integrins and actin-
binding proteins (talin, paxillin, vinculin), Matrix compliance
influences cytoskeletal tensions, Rho activity and ERK-dependent
growth (Wang et al., 1998; Wozniak et al., 2003), with cyioskeletal
tension promoting growth (Roovers and Assoian, 2003) and FA
assembly (Burridge and Wennerberg, 2004). Investigation of the
mechanoregulatory circuit, via ERK and Rho activities, linking
matrix stiffness to cytoskeletal tension through integrins (to regulate
tissue phenotype), has become an emerging research domain
(Paszek et al., 2005). Close to the nuclear sites of transcription,
different hypothetical models can account for transmission of
mechanical signals directly to the nuclear sites of transcription: First,
chromatin is connected to the nuclear lamina through a putative
karyoskeleton; and second. chromatin interacts directly with the
nuclear lamina and slicing factor compartment (Maxwell and
Hendzel, 2001 ). This second hypothesis has been verified (Shimi
et al., 2008). Nucleoplasmic lamin A, localized at the nuclear
envelope blebs, is associated with gene-rich euchromatin, together
with RNA polymerase 11 and histone, creating conditions for active
transcription (Shimi et al., 2008). Yet, the fundamental question
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that remains unanswered is whether replication and transcription
at the nucleospatial organizational level are influenced by the
subsirate elasticity. This constitutes the central issue of this paper.

The Young modulus, E (deformation properties under stress are
usually reported in pascals), of living tissues exhibits a wide range
of values (Levental et al., 2007). Brain, for example, has a Young
modulus of several hundred pascals, whereas that of muscle lies
above 10 kPa. Tissue from kidney has a value around 100 kPa and
that of tendon and cartilage is in the range of megapascals (Levenial
et al,, 2007; Georges et al.. 2006; Snedeker et al., 2005; Engler et
al., 2004: Discher et al., 2005). Only recently have proposals been
made for more compliant materials that have tunable elasticity
values that are comparable to living tissue. For instance, gels of
polyacrylamide (PA) (Pelham and Wang, 1997: Lo et al,, 2000;
Engler et al., 2004; Yeung et al, 2005), matrices of
polydimethylsiloxane {Wong et al., 2003), polyethylene glycol
(Rizzi et al., 2006) and polyelectrolyte multilayers (PEMs) (Decher,
1997) all offer the opportunity to study cellular behavior under well-
defined mechanical conditions (Richert et al., 2004; Ren et al.,
2008). Pelham and Wang, using PA gels of variable stiffness as
substrates, observed that epithelial cells and fibroblasis exhibit
differences in motility and FA organization (Pelham and Wang,
1997). Mesenchymal stem cells could express key markers of
neurogenic, myogenic and osteogenic lineages once they were
cultured on PA gels with stiffness values that corresponded to the
tissue elasticities of brain (1 kPa), muscle {10 kPa) and nascent
bone (100 kPa) (Engler et al., 2006),

The goal of the present work was to investigate the influence of
the rheological substrate properties on adhesion signaling pathways
as well as on DNA replication and transeription. We also examined
whether correlations exist between adhesion pathways, replication
and transcription. We used PEMs, namely hyaluronic acid/poly-
L-lysine (HA/PLL) capped with poly(styrene) sulfonate/
polyallylamine hydrochloride {(PSS/PAH) multilayers as the
substrate models (Garza et al., 2004). The alternate deposition of
positively and negatively charged polyelectrolytes onto solid
substrates leads to the formation of nanostructured films known as
PEMs (Decher, 1997). HA/PLL 15 known to be non-adhesive to
cells (Mendelsohn et al., 2003), whereas PSS/PAH presents
remarkable properties with respect to cell adhesion and cellular
proliferation (Boura et al., 2005). The origin of these remarkable
properties is still unknown but is expected to be related to the
mechanical properties of PSS/PAH. The HA/PLL films capped with
PSS/PAH allow moedulation of these mechanical properties, These
films, in contrast to reticulated gels, are not only elastic but also
viscoelastic. The viscoelasticity of these films was explored by
Francius and colleagues (Francius et al., 2007) using atomic force
microscopy (AFM). This technique, however, only allows
exploration of a time scale from 10 to 10~ seconds. Longer times
might be involved in cellular adhesion or other physiological cellular
processes (Engler et al, 2008) but cannot be explored
experimentally by this technique. What 15 firmly established is that
the higher the number of PSS/PAH layers, the stiffer the film
becomes. We characterized the films by their apparent elastic
modulus {£y,), which would correspond to the real elastic modulus
of the layer if it behaved strictly elastically. The Ey, value should,
therefore, not be taken in a strict sense when comparing it to other
published systems, but as a semi-quantitative estimation of the
stiffness, The response of the cells depends on the changes in the
stiffness of the polyelectrolyte multilayers, showing the biological
relevance of this mechanical parameter that characterizes the films.
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On the basis of previous work, marsupial kidney epithelial (PtK2)
cells were chosen as a model for following the spatial configuration
of replication and transcriptional (Ferreira et al., 1997).

Results

Progressive stiffening of the PEM films increases cell
adhesion

PEM films were used to investigate how the mechanical properties
of the substrate might play a role in replication and transcription
activities at the nucleo-spatial organizational level. The films were
composed of a (PLL/HA Jz4 stratum capped by a second (PSS/PAH),
stratum (#=0, 2, 5 and 12). A typical example of confocal z-section
observation of a film composed of PLL/HA stratum and PSS/PAH
capping is displayed in Fig. 1Aa. Note that for s=0, the film
corresponds to a PLL/HA film that is essentially a viscous liquid
(Picart et al., 2007) and unfavorable for cell adhesion (Mendelsohn
et al., 2003). By contrast, the values of the elastic moduli for the
set of (PSS/PAH), strata lie in the gigapascal range (Dubreuil et
al., 2003). However, as the number of capping layers increases, the
film becomes stiffer, as we previously showed by AFM indentation
experiments (Francius et al., 2007). Although the PLL/HA stratum
is capped, the whole film behaves like a viscoelastic medium. Each
of the films was modeled as a spring (elastic modulus E)) in series
with a Kelvin unit. which is itself a spring (elastic modulus £5), in
parallel with a dashpot. We will refer to this model as the SK model
{(where S stands for spring and K for Kelvin). Fig, 1Ab shows the
effect of depositing PSS and PAH on top of the PLL/HA stratum,
and represents the evolution of the apparent elastic modulus in the
SK model (1/Ey=1/£, + 1/E;) at a given expansion velocity (about
| pm/second) for the AFM piezodrive. It follows from Fig. 1Ab
that the apparent moduli are roughly 50, 200 and 500 kPa for the
architectures (PLL/HA J24-( PSS/PAH), with n=2, 5, 12, respectively.
It is known from earlier investigations { Francius et al., 2006) that
the elastic modulus of the native (PLL/HA ).y architecture is under
| kPa and is considered here as our zero, Henceforth, we shall use
the short-hand notations EO0, E50, E200 and E500 for the
(PLL/HA)2, (PLL/HA)4-(PSS/PAH), films with n=2, 5, 12,
respectively, and 0/2, O/5 and 0/12 for (PSS/PAH):, (PSS/PAH)s
and (PSS/PAH),, films, respectively (see Table 1). Also, the amount
of ligands adsorbed from the serum was quantified using a quartz
crystal microbalance. Supplementary material Table SI summarizes
these results. The amount of ligands deposited from 10% fetal
bovine serum (FBS) does not depend on the number of
polyelectrolyte lavers deposited on the surface,

The adhesion of PIK2 cells was first investigated 4 hours (a
sufficient time for onset of nuclear activities) afier seeding on the
different film architectures using the MTT test (see Materials and
Methods). As seen in Fig. 1B, adhesion of cells cultured on 0/2,
0/5 and 0/12 films was almost the same as that observed for bare
elass surface. This observation is expected because the values of
elastic moduli for all these surfaces lie within the gigapascal range
{Dubreuil et al., 2003). Progressive decrease in cell adhesion was
observed when cells were seeded onto substrates tor which stiffness
progressively decreased (Fig. 1B: E50 and EO films compared to
glass). A similar cell-film adhesion response was obtained using
the acid phosphatase test (supplementary material Fig. S1).

Organization of actin fibers and vinculin assembly require
substrate elasticity of above 200 kPa

To determine whether orv-integrins, organization of actin fibers and
vinculin FA assembly were affected by the film stitiness,
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Fig. 1. PEM filins and cell adhesion. {Aa) Vertical section image of a
(PLL/HA -PLLFTC HA(PSS/PAH)-PSS™_pAH multilayered film
bserved by CLSM. (Ab) Decimal logarithm of Eqp of (PLL/HA )24~
(PSS/PAH), and -PSS films investigated previcusly (Francius et al, 2007) as a
function of the number (a) of (PSS or PAH) layers, (B) Results of Mit test after
4 hours of adhesion on glass surface (glass) or on EO, ES0, E200, ES00, 072,
(5 and (12 films. Error bars represent s.d. derived from two independent
experiments (triplicate well determinations, four measurements per well ).

immunofluorescence experiments using antibodies specific for
integrin, and phalloidin staining for F-actin and vinculin, were
performed on cells cultured for 4 hours on the stiffened substrates.
Cells cultured on ES00 and E200 films all displayed peripheral cuv-
integrin spots (Fig. 2Aa.d) and localized at the tip of actin
microfilaments (Fig. 2ZAb.e) and vinculin sites (Fig. 2Ac,[). similarly
to the well-known patiern described in cells grown on glass and on
0/2, 0/5 and (/12 films (supplementary material Fig. S2Aa.c.e.g for
F-actin and supplementary material Fig. S2Ab.d.L.h for vinculin).
By contrast, neither ov-integrin spots, F-actin stress fibers nor
vinculin adhesion spots were detected in cells cultured on EO (Fig.
2A5-1) or E5S0 films (Fig. 2AhB for F-actin and Fig. 2Ai for

A c

av Integrin actin vinculin

a

Table 1. Ea of (PLL/HA), ~(PSS/PAH), with #=2, 5,12

Eap*

Architecture {kPa) Notation
(PLL/HA 2 ~{) E0
{PLL/HA )24-{PSS/PAH ) -5 E50
(PLL/HA)2-(PS5/FAH)4 ~ 200 :
(PLL/HA )2 PSS/PAH ) 2 ~5(N

(PSS/PAH) MA

(PSS/PAH )5 MNA

{PSS/PAH) - MNA

Eap was determined by AFM nano-indentation. NA, non-available.
*Values from Franciues el al, (Francius et al., 2007},

vinculin). However, on E50 films, ev-integrin spots were visualized
(Fig. 2Ag). These results clearly indicate that actin-fiber
organization and vinculin FA assembly require a substrate whose
Eyp exceeds 50 kPa.

Activation of FAK-Y397 takes place at an optimal elastic
modulus

The adhesion process is a complex cascade of reactions, and focal
adhesion kinase (FAK) is one of the major kinases implicated in
FA-contact signaling. FAK is activated and localized at FA contacts
after cell adhesion to the extracellular matrix (Schaller etal., 1999).
Integrin engagement initiates auto-phosphorylation of tyrosine 397
(FAK-Y397) (Komberg et al. 1991). Accordingly, we have
investigated whether film stifiness also atfects FAK-Y397 auto-
phosphorylation. Using specifically directed antibodies. we used
western blot to analyze phosphorylated FAK-Y 397 (FAK-Y397-7)
expressed by cells cultured for 4 hours on substrates of increasing
stiffness. Western blots are given in Fig, 2C, Cells cultured on E0

E0  ES0 E200 E500 glass

P-FAK-Y387 & || ——

£

—— N — ——

.
densitornetry (A.LL)
-

[
-

b ED ES0 E200 E5S00 glass

Fig. 2. ov-integrin, actin fiber, vinculin and activation of
FAR-Y397 at different substrate elasticities, (A) Images of

P-pidP-paz . —

MADE, | — —

cells afler 4 hours of culture on ES00 {a-c), E200 (d-0), E50 (g-

i) and B (1) with anti-cov-integrin (a,d,z.j), labeled with

PARPAD |T— — — — —

MAPY | a— — —

phalloidin (b.e.hk) or anti-vinculin (c,£i.0). Scale bar; 20 um

20
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o
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ES0 ER00 ES00 glass

{B) Quantification of actin stress (in ym) using Image/, based
on Ab.e bk and obtained by measuring the length of 20 actin

stress fibers per cell for 20 cells. Resulis are presented as
for three independent experiments. {Ca) Western blots of FAK
and phosphorylated FAK-Y397 (P-FAK-Y 397} in cells seeded 4
hours on EO, E30, E200, ES(M0 films and glass. Histogram
shows the corresponding scans for phosphorylated FAK-Y 397,
{Ch) Western blots of pd44/p42 MAPK and phosphorylated

P44 P42 MAPK (P-p44/p42 MAPK) in cells seeded 4 hours on
E0, E30, E200, ES(M films and glass. Histogram shows the
comesponding scans for phosphorylated pdd/pd2 MAPK.
Representative results [rom at least three independent
Experiments,

£.0u.
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and on E50 films failed to induce activation of FAK-Y 397, whereas
the protein was activated on E200 films (Fig. 2Ca and supplementary
material Fig. S2Ba). Surprisingly, cells cultured on E500 films {an
even stiffer substrate) also failed to induce activation of FAK-Y397
(Fig, 2Ca and supplementary material Fig. S2Bb), whereas, on
harder strata 0/2, (/5 and 0/12 (supplementary material Fig. S2C)
and on a glass surface (Fig. 2Ca) FAK-Y397-FP was activated. These
observations suggest that activation of FAK-Y397-P takes place in
a finite range at an optimal elastic modulus (around 200 kPa) and
also for stiff material. Following FAK activation, a kinase signaling
cascade leads to stimulation of p42/p44 MAPK (also called ERK|
and ERK2), which is required for cell migration, survival and gene
expression (Huang et al., 2004), Thus, the activation of p42/pd4
MAPK in response to substrate elasticity was investigated. Fig. 2Cb
shows that cell incubation on E0, ES(Q, E200 and E500 films allowed
activation of phosphorylated p44/p42 MAPK. This result suggesis
that substrate elasticity ranging from 1 to 300 kPa is not an
environmental parameter able to inhibit activation of phosphorylated
pdd/pd2 MAPK.

Inhibition of replication is strongly correlated with
inhibition of vinculin assembly

Focal adhesion morphology is thought to be dependent on the cell-
cvcle phase. FA sites are simall and numerous in non-S-phase periods,
yel mature and less numerous in § phase (Meredith et al., 2004), In
S phase, nucleosides are incorporated into the DNA of the cell and
a duplicate set of chromosomes is synthesized (Pardee, [989).

A major question is then whether or not DNA replication can be
affected by the stiffness of the substrate in correlation with assembly
of vinculin FAs. To address this question, we synchronized a
collection of cells using the mitotic shake-off method
chronologically follow the initial steps of vinculin FA-site organization
in relation to the onset of DNA replication. These time-dependent
events were first analyzed on a control surface (glass substrate). Then,
we investigated on E30 films whether altering one event had any
consequences on another with respect to cell progression through the
ongoing cell cycle, The influence of substrate elasticity on these time-
dependent events was also checked for E200 and ES00 films. On
olass substrate, cells re-attached as early as 30 minutes after release.
Within 1-2 hours after synchronization, cells had progressively
spread over the surface (Fig. 3ABa shows round-shaped
morphologies at | hour; Fig. 3Bb, show spread morphologies at 2
hours), At 2 hours after synchronization, neither punctuate vinculin
staining (Fig. 3Bb) nor mplicaiinn activities were detected in cells
{Fig. 3Bi). Vinculin FA assembly was first visible 3 hours after mitosis.
These vinculin spots were uniformly distributed at the periphery of
cells (Fig. 3Be), reaching a length of 1.640.03 pm (Fig. 3E). These
spots were assigned to focal complexes and originated as dot-like
structures (Biggs et al, 2007). During this time period, DNA
replication was still inactive (Fig. 3Bj). BrdU incorporation sites were
first detected 4 hours after synchronization (Fig. 3Bk,F) while the
vinculin spots increased in length (3 pm) (Fig. 3Be E). Within 5-7
hours post-mitosis, cells reached a maximum area of about 1300 um®
(Fig. 3A) and displayed vinculin spots of increased length (4 {m)
(Fig. 3E), preferentially localized at the cell protrusive extremities
{Fig. 3Be-g). These spots were assigned to mature FAs. Mature FAs
are typically dash-shaped with areas of 2-5 um®. Mature FAs were
identified as structures containing vinculin, paxillin, and talin (Biggs
et al., 2007), At this time, cells still remained in S phase (Fig. 3Bl-n
and Fig.3F; total S phase duration was about 10 hours) {Mitchison,
1971). Release of cells onto E50 films did not affect reattachment
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but did reduce cell spreading (Fig. 3A.C) and inhibit the formation
of vinculin structures (Fig. 3Ca-g). In addition, DNA replication was
completely obstructed throughout the time period normally required
to observe this activity (Fig. 3Ck-n,F). Taken together, these results
seem to indicate that inhibition of replication is strongly correlated
with the inhibition of vinculin assembly. For E200 and E500 films,
at 1-7 hours post-synchronization, the cell area remained smaller than
area values on glass surface (Fig. 3A; 5-7 hours post-synchronization
1000 wm? for E200, 950 um? for E500 and 1300 um® for glass).
Vinculin structures were detected 3 hours after mitosis on the E200
and E500 films (Fig. 3Dc.E and supplementary material Fig. S3Bc),
On E200 and on E500 films, afier 5-7 hours post-synchronization,
vinculin spots were smaller at the cell protrusive extremity (Fig,
3De-g.E, 2.8 pm for E200 films; Fig. 3E, 2.6 um for ES00 films:
supplementary material Fig. S3Be-g) than those visualized on glass
surface (Fig. 3Be-g E, approximately 4 im). However, even for these
two architectures, vinculin spots {length greater than 2 pm) could
still be assigned to ‘dash’ structures. For E200 and E5S00 films.
replication took place 4 hours after mitotic synchronization {Fig,
3Dk-n for E200 films; supplementary material Fig. S3Bk-n for ES00
films; and Fig. 3F for quantification). These results demonstrate that
vinculin assembly depends on the elastic modulus of the surface (200
kPa) and precedes cell progression into S phase. Interestingly, on
control surface (glass surface), the kinetics of vinculin FA assembly
{3 hours post-mitosis} and onset of replication (4 hours post-mitosis)
were identical to those observed when a subsirate reached an elastic
modulus value above the 200 kPa necessary and sufficient for vinculin
assembly and replication.

Rac1 activity requires substrate elasticity above 200 kPa
to regulate vinculin assembly, actin stress and replication
Racl is member of the ras-related superfamily of small GTPases
that regulate both polymerization of actin to produce lamellipodia
and vinculin FA assembly at the plasma membrane (Nobes and Hall.
1995). To try to establish direct relationships and whether inhibition
of replication can be attributed to inhibition of vinculin assembly,
we tested the influence of subsirate elasticity on Racl activity with
or without the anti-Rac | inhibitor NSC23766. In cells synchronized
by mitotic shake-off, Racl was cytoplasmic after 3 hours on glass
(supplementary material Fig. 84a), ES00 (supplementary material
Fig. 54d) and E200 (Fig. 4Aa) substrates: 4 hours on glass
{supplementary material Fig. S4b), ES00 (supplementary material
Fig. 54e) and E200 substrates (Fig. 4Ab); and 7 howrs after
synchronization on glass (supplementary material Fig. 84¢), ES00
{supplementary material Fig. 541) and E200 substrates (Fig. 4Ac).
By contrast, Racl was not detected on EO (data not shown) nor
ES0 film at 3, 4 and 7 hours after synchronization (Fig. 4Ad-1 and
Fig. 4B). In the presence of the inhibitor NSC23766, Rac] was not
detected at 3, 4 and 7 hours after synchronization (Fig. 4Ag-i and
Fig. 4B). Interestingly, at 3, 4 and 7 hours after synchronization,
the inhibition of Rac1 by the drug concomitantly obstructed vinculin
{Fig. 4Aj-l and Fig. 4C), actin (Fig. 4Am-0 and Fig. 4C) and
replication on E200 film (Fig. 4Ap-r and Fig. 4D) or glass substrate
{data not shown). These results strongly suggest that Racl could
be a signaling pathway sequentially linking vinculin, formation of
actin siress fibers and replication,

Uncoupled contribution from the substrate elasticity to
the regulation of replication and transcription

In recent studies it was postulated that mechanical signals from the
extracellular environment could be wransduced to the nucleus via
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morphological changes. These changes can open or close areas of
DNA near to the transcription site (Dalby et al., 2007; Gieni and
Hendzel, 2008). With this in mind, it seemed appropriate to
determine whether the stiffness of the substrate influences the
transcriptional activity in the nucleus. Transcription sites were
detected by labeling nascent transcripts with bromouridine (Brl).
For somatic cells in culture, because transcription starts within
minutes of completing mitosis and assembling daughter nuclei
(Ferreira et al., 1994), the nascent RNA labeling method was applied
to unsynchronized cells. Cells cultured for 4 hours on an E0 film
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{for seven time periods) and are presented as s.ent

Fig. 3. Vinculin assembly and replication for
different substrates with respect to mitotic
synchronization. (A) Quantitative data of cell areas
fam Ll m"}, based on Ba 2,
supplementary material S3Ba-g, were
determined using Imagel. 200-300 cells wer
20, E200, ES00 films and glass
ce) for seven time petiods, Results dre

ented as s.em for three independent

»
B4

a-g and

e used

gach condition

experiments; *statistically no significant difference

{P<0.01, ANOVA on rank). (B-I}) Cells seeded on

glass surface (B), E30 (C) and E200 (D) were fixed

purs after synchronization. Images show cells
with anti-vinculin (z-g) and BedU visualized by
indirect immunofluorescence (h-n). Scale bar:
200um, (E) )
based on Ba-g. Ca-g, Da-g and supplementary
material Fig. 83 ined by measuring

20 contacts per

a-g, werg obi
11 fior 20 po

T seven lime periods). Results
for three independent experimenis; *statistacally not
significant dilference (P<0.05, Dunn’s method).

{F) Fluorescence intensity for miclear Brdbl signal
{arbitrary units, AL in %) using Im, ed on

Bh-n, 3Ch-n, 3Dh-n and su,
Bh-n. Results were de

LENLATY materia
rmmned on 30 cells

for three independent experiments.

showed a total absence of transcription sites (Fig. 5Aa.B). On these
substrates, the nuclei in these PIK2 cells were transcriptionally silent,
By contrast, cells cultured on E50 films displayed sites of
transeription uniformly distributed in the nucleus (Fig. 5Ac¢,B). The
same observation holds for E200 and ES00 substrates (Fig. SAe.g
and Fig. 5B) and also for /2, (/5 and 0/12 films and a glass surface
(supplementary material Fig. S5Aa-d). To confirm the influence of
substrate elasticity on the transcriptional competence observed in
unsynchronized cells cultured on the E50, we also investigated actin-
fiber organization and transcription for 4 hours post-synchronization
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Fig. 4. Rac 1 activity with respect to elastic modulus.
(A) Cells were seeded on E200,

ass. lmages show

phalloidin (m-o), and Brdll visualized by indirect
immunofluorescence (p-ri. Cells were fixed 3, 4 and 7 hours
after synchronization. For Racl inhibitor treatment, cells
were cultured with 100 pM NSC 23766 (g-r) until their
fixation. Scale bar: 20 pm. (B) Fluorescence intensity for
Rac| signal {arbit

ry units, A.U, in %6) using Image). based
on Aa-i. 200 cells per condition were analvzed. Results are
presented as s.e.m, for two independent experiments.

(C) Quantification of vinculin spots and actin stress {in gm),
based on Aj
the length o

and Am-o, respectively, obtained by measuring
[ 20 contacts per cell for 20 post-mitotic cells (for
three time peniods). Resul

ire presented as s.e.m, for
independent experiments, (D) Fluorescence i
nuclear BrdU signal (arbitrary units, Al

sity for

in %) using
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on the ES0 substrate. Under these conditions, although formation
of actin fibers was inhibited (Fig. 5Ca,D), cells displayed
transcription sites uniformly distributed in the nucleus (Fig, 5Ch,D).
Very importantly, this result shows that transcriptional activity does
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Imagel, based on Ap-r: determined on 30 cells (For three time
periods)

not require the actin fiber cytoskeleton because it is absent on the
ES0 substrates. Furthermore, it does not require vinculin assembly
and activation of FAK-Y 397,

MNuclear transcriptional competence was also assessed following
the nucleocytoplasmic distribution of the heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al (hnRNP Al). Indeed, hnRNP Al involved in
RNA processing (reviewed in Dreyfuss et al., 1993) is an indirect
transeriptional marker because its nuclear accumulation is inhibited
by the presence of RNA polymerase Il transcription inhibitors,
implying a link between transport and transcriptional activity (Pifiol-
Roma and Dreytuss, 1991; Vautier et al., 2001), Cells cultured on
ED films showed that hnRNP Al protein accumulated in eyvtoplasm

Fig. 5 Transcription with respect to substrate elasticity. (A) Cells cultured
for 4 hours on EQ, ES0, E200 and E300 films with anti-Bri (a,ce.g) and
counterstained with Hoechst 33258 (b.e.fh). Seale bar: 20 pm.

(B) Fluorescence intensity for niu vitrary units, A.LL in ")
pel, based on Aac wdition were analyzed.

t experiments. (C) On ES0
films, cells were fixed 4 hours afler synchroni d labeled with
phalloidin (a), immunolabeled with anti-BrU (b), and counterstained with
Hoechst 33258 (c). Scale bar: 20 pm. (D) Quantification of actin stress (in jum)
using Imagel, based on image Ca, by measuring the length of 20 actin stress

r Bri sign:
300 cells per ¢

usir

Results are presented as s.e.m. for three independ:
o

fibers per cell for 20 cells, Fluorescence intensity for nuclear BrdU signal
(arbitrary units, AU in %) using Image], based on Ch, determined on 50
cells. Representative results as s.e.m. from at least two independent

experinents,
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Fig. 6. hnRNP Al nuclear concentration with respect to substrate
elasticity. (A) Cells afier 4 hours of culture on EO, ES0, E200 and E500 cells
with anti-hnRNP Al .e,2) and counterstained with Hoechst 33238 (b.d,Lh).
Scale bar: 20 pm. (B) Fluorescence intensity for nuclear hnRNP Al signal
(arbitrary units, A.U. in %) using Imagel, based on Aac.e.g: 300 cells were
analyzed per condition. Results are presented as s.e.m. for three independent
experiments. (C) Quantitative data of nuclear area (in um?) determined using
Imagel, based on images given in Fig. SAb.d,(h and here in Ab,d,Ch. 400

ach condition. Results are presented as s.e.m. for three

celis were measured ir

independent experiments; *statistically no significant difference (P<0.05,
ANCOVA),

of cells, yet it was not detected in the nucleus of interphase cells
(Fig. 6Aa.B3). By contrast. for cells cultured on ES0. E200 and ES00
films, the hnRNP Al protein was concentrated within the nuclei
(Fig. 6Ac.e.g and Fig. 6B). Similarly, cells cultured on 0/2, (V5 and
0/12 films and on a glass surface showed that the hnRNP Al protein
was concenirated in the nucleus (data not shown). Because hnRNP
Al concentration in the nucleus is correlated with the observed
transcription activation, the presence of hnRNP Al in the nucleus
might be substrate-stiffness-dependent. Transcription activation on
the ES0 films corresponded to that observed for replication inhibition,
suggesting an uncoupled contribution from substrate elasticity to the
regulation of replication and transcription activities,

Histone H3-K14 acetylation correlates with nuclei
decondensation and transcription
It is also important to emphasize that the nucleus of cells adhering
to EO film remains very small (Fig. 6Ab,C, Fig. 7Ac) with highly
condensed chromatin. In addition, fluorescent phosphatidylserine
assays to directly count apoptotic cells showed a high intensity of
phosphatidyvlserine and caspase-3 signal on the soft substrate EO
(Fig. TAa,B, supplementary material Fig. S5Ba, supplementary
material Fig. 85C). These types of cell characteristics are prone to
apoptosis. By contrast, increasing substrate stiffness (E50, E200
and ES00 film substrates) leads to an increase in nuclear area (Fig,
6Ad,Lh, Fig, TALLL Fig. 6C) with absence of phosphatidylserine
{Fig. TAd,gJ and Fig. 7TB) and caspase-3 signal (supplementary
material Fig. S5Bc.e.g, supplementary material Fig. S5C) and
correlates wa:h the acquisition of transcriptional competence (Fig.
SAc.e.g.B for BrU; Fig. 6Ac.e2.B for hnRNP Al).

One question that arises from these observations is how an
increase in the substrate stiffness renders the nuclei competent for
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Fig. 7. Histone H3-K14 acetylation versus substrate elasticity. (A) After 4
hours of culture on EQ, ESO, E200 and ES00 films, cells were tested with the
apoptosis kit (a.d.g.)) and immunolabeled wi

-

th anti-histone H3-K14 (b,e,h.k)

and co ained with Hoechst 313258 (c
(B} Fluon ce intensity for phosphatidyserine signal (arbitrary units, AU,
in "a) using Imagel, based on Aa,d.g). (C) Fluorescerce intensity for nuclear
histeme H3-K 14 signal (arbitrary units, AU in %) using Imagel, based on

ek 300 cells were analyzed in B and C, Results are presented as s.e.m.
for two independent experiments,

e

transcriptional activity. Histone H3 hyperacetylation in its promoter
region and other regulatory cis-elements are well known to be
transcription-permissive (Kurdistani et al., 2004). Thus, we checked
whether substrate elasticity affected histone H3 hyperacetylation
activity in relationship to nuclei transcriptional competence.
Immunofluorescence analyses of cells cultured for 4 hours on the
sofl substrate EO showed absence of nuclear acetylated histone H3
(Fig. 7Ab.,C). By contrast, on E50, E200 and E500 substrates,
acetylated forms of histones H3 were detected (Fig. 7Aehk, and
Fig. 7C) within less dense nuclei (Fig. TALi1). These data suggest
that substrates of increased stitfness (above 50 kPa) induced histone
H3 acetylation and are closely correlated both with nuclei
decondensation and cell transcriptional competence.

Discussion

All the results reported above are summarized schematically in Fig.
8. Cell internal architecture, via its highly dynamic interaction with
the ECM, is able to sense mechanical environmental cues and to
induce specific biochemical signals. Recently, 2D and 3D culture
matrices, with elastic moduli comparable to those of in vivo tissues,
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were proposed (Levental et al., 2007). Until now, it remains unclear
whether subsirate stiffness afiects major nuclear functions such as
replication and transcription through mechano-transduction
pathways. In the present study, we investigated the potential role
of substrate stiffness in these fundamental nuclear functions and
iried to establish a possible correlation with FA signaling. We used
(PLL/HA 24 films capped by (PSS/PAH), layers to build synthetic
matrices of defined stiffness (Ey, of (-500 kPa) (Francius et al.,
2007y We demonstrated that the amount of FBS deposited on the
surface does not depend of the number of polyelectrolyte
multilayers. Because only the rigidity changes between the different
polyelecirolyie multilayers used in this study, the film stiffness is
probably at the origin of the cell adhesion processes. This hypothesis
agrees with a recent study, demonstrating that MDCK cells can sense
the substratum rigidity to a sufficient extent to induce Pl-integrin
activation and clustering, allowing actin organization and
downstream activation events to occur (Wei et al., 2008). In our
present study, low rigidity above 50 kPa is sufficient for cev-integrin
engagement, allowing little cell spreading.

Vinculin assembly and formation of actin stress fibers were
inhibited when cells were cultured on E0 and ES50 films, This is
consistent with the general changes in cell FA assembly observed
as matrix stiffness increases (Ren al.. 2008). However, to illustrate
this cellular effect, E, values measured for our substrate model are
tenfold higher than values found for polyacryvlamide gels. For
example, FAs and organization of the cyioskeleton were induced
for mesenchymal stem cells at stiffness values of 34 kPa (Engler
et al., 2006). These differences could be due to the stratified
seometry of our substrate not being as isotropic as polyacrylamide
gels. In addition. we could not exclude flow and creep phenomena
of the film, and also a lateral cell pulling over several microns. It
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contribution of substrate elasticity in
regulation of replication and transcription in
PtK2 cells. Substrate stiffiness of 500 kPa does
not interfere with vinculin FA assembly or MAPK
phosphorylation, but induces inhibition of FAK
phosphorylation. This demonstrates that
replication and transcription are dispensed from
these signals (ES00). In response to a substrate
with @ stiffness of 200 kPa: (i) FAK and MAPK
are activated: (ii) transcription activity and
hnRMNPAL nuelear concentration both correlate
with histone H3 acetylation and DNA
decondensation; and (iii} a sequential relationship
between Racl. vinculin adhesion assembly and
replication becomes efficient (E200). Substrate
sliffness corresponding to 50 kPa inhibits FAK
phosphorylation, Racl, vinculin assembly and
stress fiber formation. The absence of actin fiber
and vinculin contacts inhibits replication but does
not altect transcription ( E50). Soft subsirate (0
kPA) is a non-permissive system for which all the
nuclear functions are inhibited and cells are
apoptotic { E0).

transcription

Iransc ription

nuclear

was previously reported that tyrosine phosphorylation increased at
the adhesion sites of cells on stiff surfaces (Pelham and Wang, 1997;
Giannone and Sheetz, 2006) and that the level of FAK-Y397
phosphorylation was progressively dependent on substratum rigidity
(particularly at 390 Pa) on polyacrylamide gel for MDCK (Wei et
al,, 2008). In the present system, FAK-Y397 was only
phosphorylated at around 200 kPa (E200) and again activated on
the hard substratum (0/2, 0/5 and (/12 and glass surfaces). These
rigid materials (like culture plastic) are well known to favor the
activation of many cell functions. Non-linear cell responses have
already been described, whereby small changes in the matrix
stiffness led to dramatic changes in the cell phenotype. For instance,
mesenchymal stem cells expressed MyoD and CBF-1 for rigidities
of 11 kPa and 34 kPa, respectively (Engler et al., 2006). For the
particular cell type and substrate model used here, FAK-Y397 was
sensitive to small changes in the substrate stiffness, at least in the
low-elasticity domain (0-500 kPa). This observation suggests that
PtK2 epithelial cells possess an optimal window of elasticity for
FAK-Y397 activation,

Using synchronized mitotic cells, we found that for the ES0
substrate the inhibition of vinculin assembly is accompanied by
inhibition of replication. To gain mechanistic insight into these two
activities, the effect of an inhibitor (NSC23766) of the Racl
candidate signaling pathway was investigated in cells synchronized
by mitotic shake-off. Inhibition of Racl by this drug concomitantly
obstructed vinculin assembly, actin stress and initiation of
replication. Interestingly, like NSC23766, E50 substrate also
inhibits Rac] activity. Thus, we propose a sequential relationship
between Racl. vinculin assembly and replication becoming
efficient at a critical elasticity {above 200 kPa). Our results
differed from other investigations that used cytochalasin D to



@
Q
c

2
[&]

7]

©

O

©

o
E
3
=]

=

Chapitre 3 : Réle de I'élasticité du substrat

sur la réplication et la transcription de cellulespithéliales Ptk2

Matrix rigidity for nuclear activities 37

disrupt post-mitotic actin fibers, Those authors found that actin
disruption leads to inhibition of FA assembly and FAK-Y 397 auto-
phosphorylation without inhibiting entry into S phase. This could
be attributable to the pre-existing cyclin D that was sufficient to
drive cell-cycle progression past the M-G1 border (Margadant et
al., 2007: Assoian, 1997).

During the cell cycle, natural regulation of replication and
transcription occurs. In S phase both replication and transcription
are active (low transcriptional activity). During gene expression,
transcription sites play a role in chromatin opening. allowing the
transcriptional machinery access to specific DNA sequences to
initiate replication (Hassan et al., 1994; Kohzaki et al., 2005). It is
important to emphasize that seft substrates induce, throughout the
time period normally required to S-phase onset, an uncoupled
replication-transcription response: transcription sites are visualized
whereas replication is inhibited. In this range of elasticity, it is
possible that the transcriptional machinery alone is not sufficient
to initiate replication but requires at least the contribution of actin
fiber and vinculin structures. Transcription was inhibited on the very
soft substrates ( E0) whereas it was active on stiffer substrates (ES0),
We demaonstraied that above about 50 kPa, transcription was
correlated with cov-integrin engagement, together with low cell
spreading and with increases in nuclear area and histone H3
hyperacetylation (Rose et al., 2005). Our data are in accordance
with a recent study demonstrating that three-dimensional ECM-
induced cell rounding directly controls histone deacetylation and
chromatin condensation in mammary epithelial cells (Le Beyec et
al., 2007), In that work, disruption of the actin cytoskeleton with
cytochalasin D induced cell rounding and histone deacetylation. This
resuli sirengthens the concept that actin forms a physical connection
between sites of cell adhesion and the ECM, transducing mechanical
signals to the interior of the nucleus (Le Beyec et al., 2007), In our
present wark, it is clear that substrate elasticity plays a role in the
transcription competence, suggesting a connection between substrate
and nucleus. However, in our system, this connection dispenses with
the need for actin fibers and vinculin structures. Other physical
pathways could be involved in coordinating this activity. In addition,
below 50 kPa, the nucleus is strongly condensed and cells are
apoptotic. Kim and co-workers demonstrate that apoptosis acis as
a transcriptional repressor (Kim et al., 2004), Thus, relationship
between substrate elasticity, apoptotic cellular processes and
transcription can be suggested.

Conclusion

In this work, relationships between substrate elasticity with
replication and transcription were investigated. Soft substrate (E0)
is a non-permissive system because all the nuclear functions are
inhibited and cells are apopiotic. Cell adhesion, in response to a
substrate with a stiffness of 200 kPa, enables integrin activation.
Sequential relationship between Racl, vinculin adhesion assembly
and replication becomes efficient and accompanied by activation
of FAK and MAPK, activation of transcription, hnRNP Al nuclear
accumulation and histone H3 acetylation correlated with chromatin
decondensation. Substrate stiffness corresponding to 500 kPa does
not interfere with vinculin assembly or MAPK phosphorylation,
but does inhibit FAK phosphorylation, suggesting that this signal
is not necessary for replication and transeription. Substrate stiffness
corresponding to 50 kPa inhibits FAK, Racl activity, vinculin
assembly and actin fiber formation, leading to the inhibition of
replication, but it does not affect transcription, hnRNPAI nuclear
concentration and histone H3 acetylation correlated with chromatin
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decondensation and integrin activation. On the basis of our data,
we propose an uncoupled contribution of substrate elasticity to the
regulation of replication and transcription. However, the selective
properties for particular substrate elasticity are probably cell-type-
dependent. For example, neuronal cells express a specific phenotype
marker at an elasticity value of several hundred pascals, whereas
tendon and cartilage do so at a megapascal value (Levental et al.,
2007). Itis highly probable that substrate elasticity plays a selective
role in these nuclear activities so important in tissue homeostasis,
The physiological significance of these nuclear activities in the
regulation of apoptosis, differentiation and the propensity for
tumorigenesis still needs further investigations.

Materials and Methods

Polyslectrolytes

PLL (MW=5.T7x10* Da, Sigma, St Cuentin Fallavier, France), fluorescein
isothiocyanate kibeled poly(L-lysine) (PLL™™, MW=5.0% 10° Da, Sigima) and HA
(MW=4.03 L0 Da, Biolberica, Barcelona) wers used for buildup of { PLL/M A )y, films,
PSS (MW=T.0 10F Da, Sigma), thodamine-labeled PSS (PSS™, MW=5.0<10° Da,
Sigima) and PAH (MW=T.0x 10° Do, Sigmia) were used for buildup of (PS5/PAH),
top films (where # corresponds 1o the number of layer pairs), which were deposited
on (PLL/HA Jy stratum. PLL, PLLPTC, HA, PSS, PSS™, and PAH were dissolved
at 1 mg/ml in buffer solution CI?Illi!illilllJ 150 mM MNaCl and 20 mM of
tris(hydroxymethyl-aminomethane  (TRIS, Merck) ot pH 74, During film
congtruction, all rinsing steps were performed with 150 mM MNaCl and 20 mM TRIS
aqueous solution at pH 7.4, (PLL/HA by strata were prepared ssing dipping machine
{Dipping Robot DR3, Riegler & Kirstein, Berlin, Germany), on glass slides (VWR
Scientific, Fonleney sous Bois, France), (PSS/PAH), top films were prepared
manually,

Film characterization

CLSM observations were performed with Zeiss LSM 310 microscope using 400 1.4
oll mmersion lens. FITC-fluorescence wis detected afier excitation of 488 nm with
cut-off’ dichrone mirror 488 am and emission band-pass Glter 505-530 nm, Rho-
Muorsscence was detected after excitation al 543 nm, dichroic mirtor 543 nm, aond
emission long pass filter 585 nm.

Guartz erystal microbalance

QUM consists in measuring resonance frequency () of quartz crystal afler
polyvelectrobyte adsorption, m comparison with resonance frequency of crvstal. Crystal
used here is conted with 50-nm thick Si0s. Crystal is excited al its frequency and
measgrenents al frequency of 15 MHz (thind overtone, v=3). Changes in resohance
frequency, AF duning ench adsorption step are measured. A shift in Afcan be associated
with variation of muss adsorbed on crystal. This mass m was caleolated by the
Sauerbrey relation m=—C (AMVY, where Cis a constant characteristic of ¢rystal (C=17.7
g em ™ He 1y {Saverbrey, 1959) We monitored deposition of 10% FBS on hare
erystal and on polyelectrolyie multilaver,

Cell and synchronization

ME2 cells (CCL-56, LGC Standards, UK) were grown in RPMI-16420 medivm
{Invitrogen) supplemented with 100 pg/ml penicilling, 100 pg/m] streptomycin
{Invitrogen, ) and 107 FBS (Invitrogen), and maintained at 37°C with 5% C04. Cells
were synchronized by mechanical shake-off. Three days prior 1o synchronization,
cells wene replated m 1.2x10% per cm’. Mitotic cells were centrifuged (700 g, 5
minutes), resuspended in culture medium, and replated at 1.2x10° per cm?® from
surfaces. For Racl inhibitor treatment, cells were cultured with 100 ph NSC 23766
for 0-7 hours after synchronization,

Cell adhesion

MTT test

Cells were plated on multilavered or bare plass samples placed in 24-well plates
(Munch at 1 10 per e, After € hours of culture; non-attached cells were removed
by two washes with 37°C phosphate-buifered saline (PBS). Plates were incubated
with 500 pl per well of MTT solution (0.1% wiv 344, 5-dimethyithiozol-2-v1)}-2,5-
diphenyltetrazolium bromide in PBS) and incubated for 180 minutes at 37°C, Medim
wis displaced by 500 pl DMSO. OD was measured ut 570 nm,

Acid phosphatase assay

Cells were seeded on muliilavered or bare gloss samples placed in 24-well plates
Mune) at 13107 et e, After 4 hours of culture, unattached cells were removed
after two washes with PBS a 37°C and incubated with p-nitropheny| phosphate
{Sigma, Steinhemm) ut [ mg ml Uin 0.1 M sodium acétate (pH 5.5} and 0.1% Trion
X-100 for 3 howrs at 37°C in 5% COy. Reaction was stopped by | N sodium hydroside.
Absorbance was measured ot 405 nm, A value of 100% was ascrbed to the acid
phosphatase activity of cells on glass,
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Immunclabeling

Cells were seeded on surfaces (multilavered films or bare glass sumples placed in
24-well plates (Nunc) st 1€ 107 (asynchronized) or 1.2 104 per e (synchronized),
Cells were fixed in 3.7% (wiv) paraformaldehyde (PFA) in PBS for 15 minutes, and
fined/permeabilized in 3. 7% (w/v) PFA in PBS plus 0.1% Triton X-100 for 10 minutes.
Cells were blocked with 10% decomplemented FBS (Invitrogen). For measurement
of ev-integrin, vinculinand hnBNP AL, cells were mcubated with oov-integrin (1: 100;
Santa Cruz Bistechnologyh, anti-vinculin (1:100; clone hVin-1, Sigma) and wnti-
haRNP AL (1:100; clone SHI0, Abcam) After washings with PBS, cells were
incubated with FITC-conjugated secondary antibody (1:500; AnaSpec, Fremont, CA)
For acetyl-histone H3, cells were incubated with anti-acetyl-histone-H3-Lys 14
(1:100; Millipore} aind then incubated with FITC- or TRITC-conjugated secondary
antibody (1:500; AnaSpec). For Racl, cells were incubated with anti-Racl (1:100,
Millipore), for caspase-3, with anti-caspase-3 { 1:50, Cell Signaling), for actin sia ining
with TRITC-phalloidin (1 pg ml k Sigma), and for DINA with Hoechst 33258 (20
Mg mi!, Sigma),

Replication

Cells were seeded on surfaces at 1x10° (asynchronized) or 1.2%10¢ per cm?
(synchronized). Cells were incubated with BrdU for 15 minutes (37%C) (1:500; RPN
201, GE Healthcare Europe). Cells were fixed'permeabilized in 3.7% PFA in PBS
plus 0.5% Triton X-100 for 15 minutes. After washing with PBS, cells were incubated
with gnii-Brdll and DNase for | hour of 37°C {1:100; RNP 202, GE Healthcare
Europe). After washings with PBS, cells were incubated with FITC-conjugated
secondary antibody (1:506; AnaSpec),

Transcription

Cells were seeded on surfaces: 1% 10° {asynchromized) or 12X 1ot per e’
{synchronized). and washed in PB buffer (100 mM CH-COOK, 30 mM KCL, 10
mbd NasHPO, 1 mM MgCly, | mM DTT, | mM ATF, pH 7.4) on ice and incobated
with (.05% Triton X-100 in phosphate bufler (PB) for 2 minutes on ice. Cells were
wished with PB, then cells were incubated with transcription mix (0.1 mM CTP, 0.1
mbI UTP and 0.1 mM GTP in PB) containing 0.1 mM Brl (Sigma) for 20 minutes
ot 33°C, Then, cells were washed with PB and permesbilized with 0.2% Triton X-
100 in PB for 3 minutes. Cells were fixed with 3.7% PFA in PB for 15 minutes
followed by washing in PB. Cells were washed in PBS and the incomporated Br-UTP
wis detected using anti-BedU (1:100; monoclonal anti-BrdU, clone BY-33, Sigma).
Cells were mcubated with FITC-conjugated secondary antibody | 1-500; AnaSpec).

Apoptosis

Cells were seeded a1 1% 10% or 1.2% 10* per em?. Annexin V binding was carried out
using the Vybrant Apoptosis Assay Kit (Moleculur Probes) according to the
manufacturer’s instructions, Cells were analveed by fluorescence microscopy.

Microscopy

Samples were mounted in VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Fluorescence was visualized with Nikon Elipse TE200 (objective lenses 63X 1.4
MNA} Images were acquired with Nikon Digital Camera (DXM 1200 or DS-Q11MC
with ATC-1 or NIS-Elements sofbwares). Pictures were processed with Tmagel
(http:feshinfo,nih,gov(i).

Westarn biot

Cells were seeded on surfices (Nune) at 2 10° per e and incubated for 4 hours
in culture mediam af 37°C and at end of incubation treated with 1% of 0.2 M sodium
orthovanmdate (Sigma), Cells were lyvsed in 20 mM Tris-base, pH 8, 0,15 M NaCl,
2 mM EDTA, 1% NP-40, 10% glycerol, 1 mM sodivm erthovanadate containing 1%
of protease inh r cocktail; Sigma), Extraction mixtures were rocked ot 4°C [
hour and centrifuged (5 minutes, 7000 g at 4°C). Prolein concentration was
determined using DC profein assay (BioRad). Equal amounts of tolal protein extracts
were subjected to 8DS PAGE (NuPAGE, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and
transferred onto nitrocellulose membranes (Thlot Transfer Stack, Invitrogen) blocked
in T-TBS (0.1% Tween 20, 50 mM Tris-base, pH 7.6, 0.15 M KaCl) containing 1%
BSA (Euromedex, France) and probed overnight at 4°C with primary antibody: FAK-
Y397-P( 11000, BD Transdection laborsories, Lexington, KY), FAK (1:1000; Santa
Cruz Bistechnology), phosphorylated pddpd2 MAPK (1:2000; Cell Signaling),
ppd2 MAPK (1:1000; Cell Signaling, TISA). Blots were incubated for 2 hours
with HRP-conjugated anti-rabbit, anti-mouse antibodies (1:500:0; GE Healthcare).
Bands were detected using on enhanced chemiluminescence (ECL) kit (GE
Healtheare), Autoradiographs were quantified with Kodak Digital Science [0
Software. Representative mean values were of ot least three independent experiments
with standard errars (four time-points per band). A value of 1 was atteibuted to cells
o glass,
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3.3 Résultats supplémentaires

Figure S1
EJARES
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Fig. S1. Adhesion of cells either deposited on glass searf@gtass) or on EO, E50, E200,
E500, 0/2, 0/5 and 0/12. Cell adhesion was mordtaaéier 4h of cell culture by acid
phosphatase activity (AP) measured usingaddEBP assay. Value of 100% corresponds to AP
activity of cells cultured on glass. Error bars rement the s.e.m. derived from two
independent experiments (triplicate well determorst, 4 measurements per well):
*statistically significant differenceP<0.001, ANOVA, Tukey Test).
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Figure S2
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Fig. S2.Vinculin and actin on stiff substrates. (A) 4hoodture on glass surface (a, b), (0/2)
(c, d), (0/5) (e, f) and (0/12) (g, h). Cells wéabelled with phalloidin (a, c, e, g) and
immunolabelled with anti-vinculin (b, d, f, h). Sedar: 20 um. (B) Cells 4h cultured on
(E200) (a) and (E500) (b) were immunolabelled vaithi- phospho-FAK-Y397 (P-FAK-
Y397) (a, b). Representative data from two indepahéxperiments. Scale bar: 20 um. (C)
Western blots of p44/p42 MAPK, phospho- p44/p42 NMAP-p44/p42 MAPK), FAK

(FAK) and phospho-FAK-Y397 (P-FAK-Y397) protein dents in cells seeded 4h on (0/2),
(0/5) and (0/12) films. Representative results fianteast three independent experiments.
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Figure S3

K .

Fig. S3. Replication on substrate of 500 kPa (A) BrdU ipaoyation was visualized by
indirect immunofluorescence in cells seeded 4h0a2) (@), (0/5) (b), (0/12) (c) and glass (d).
Scale bar: 20 um. Representative data from thréependent experiments. (B) cells seeded
on (E500) films were fixed 1h (a, h), 2h (b, i), @hj), 4h (d, k), 5h (e, 1), 6h (f, m) and 7h (g,
n) after synchronization. Cells with anti-vinculfa-g) with anti-BrdU (h-n). Scale bar: 20
pm.
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Figure S4

Rac1

Rac1

Fig. S4.Rac 1 with respect to elastic modulus. (A) celesavseeded on glass (a, b, ¢) and on

(E500) (d, e, f). Cells were immunolabelled wittidtacl (a-f). Cells were fixed 3h (a, d),
4h (b, e), and 7h (c, f) after synchronization.|&¢ear: 20 um.
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Figure S5
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Fig. S5.(A) Transcription on stiff substrates 4h of cuétum (0/2) (a), (0/5) (b), (0/12) (c) and
glass (d). Cells were immunolabelled with anti-BrdRepresentative results from three
independent experiments are shown. Scale bar: 20(B)nCells were immunolabelled with
anti-caspase-3, 4h of culture on (EO) (a, b), (E&Q)d), (E200) (e, f) and E500 (g, h).
Representative results from two independent exparisn Scale bar: 20 um. (C) Fluorescence
intensity for caspase-3 signal (arbitrary unitdJJAin %) using imageJ, based on Ca, ¢, e, g:

300 cells were analysed per condition. Resultspaesented as s.e.m. for two independent
experiments.
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Table S1

Table S1. Surface concentration of FBS adsorbed onto the different polyelectrolyte multilayer

films

Polyvelectrolyte multilaver | Changes in the resonance Mass increment

films frequency, Af, during FBS (ng cm?)
10%p deposition

Bare crystal (S10,) 38.0 0672

(PAH/PSS),/PAH 45.9 812

(PAH/PSS)y/PAH 57.3 1014

(PAH/PSS)gPAH 40.2 712

(PLL/HA),/PLL 47.8 846

Mean value 45.8 811 = 166

Changes in the resonance frequency, Af, during each adsorption step are measured.
The estimated error on the mean value of the mass increment corresponds to 95% confidence
interval.
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3.4 Résumé article 1

L’adhésion des cellules PtK2 sur un substrat dté@ae supérieure a 200 kPa permet
la formation de fibre de stress d’actine et l'ongation de contacts focaux, structures
absentes pour des élasticités inférieures (0 &a). k.a réplication est inhibée sur ce substrat
de 50 kPa. A partir de 200 kPa, un lien physiqueedr cytoplasme (contacts focaux et fibre
de stress d’actine) et le noyau s’avére étre imdisgble pour permettre I'activation de la
réplication. Plus précisément, Racl (petite GTRésda famille des protéines ras) est a
l'origine de la formation des contacts focaux, dasdemblage des fibres d'actine et
finalement de linitiation de la réplication. Pawntre I'élasticité 50 kPa, autorisant un début
d’augmentation de I'aire nucléaire en corrélatiera@une hyperacétylation des histones H3,
permet I'activation de la transcription et trangpurcléocytoplasmique de la protéine hnRNP
Al (protéine impliquée dans les processus de ntadorde '’ARNmM). Le substrat trés mou,
d’élasticité inférieure a 50 kPa est a lorigine d#angements morphologiques
caractéristiques d'un état d’apoptose (pas d’étateroellulaire, noyaux fortement condensés,

pas de structure d’adhésion focale et fort expoesdiannexine V).
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Chapitre 4

Roéle de I'élasticité du substrat sur des
cellules épithéliales PtK2 en mitose

4.1 Introduction a l'article 2
4.1.1 La mitose
4.1.2 Le role de I'élasticité du substrat sur desellules épithélialesPtk2 en

mitose

4.2 Article 2 Substrate elasticity induces abnormatnorphology in

chromosome segregation in epithelial cells

4.3 Résumé des résultats de l'article 2
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4.1 Introduction a l'article 2

Dans la premiére partie de ma thése, la contributfyysique de I'élasticité du substrat
sur des activités nucléaires (réplication et treapton) a été étudiée a partir de cellules
épithéliale PtK2 synchronisées mécaniquement eosmitEn utilisant ce méme procédé, il est
possible d’étudier le réle de I'élasticité du suassur les cellules au cours de leur division.
Dans ce contexte, cet aspect de mécanotransduetioare trés peu étudié, est I'objet de ma
2" partie de thése et constitue un axe de recher@he ltlaboration d’un recouvrement de
surface mécaniguement favorable a cette phasediie. @ans ce chapitre , avant d’aborder le

réle de l'élasticité du substrat sur des cellulpghéliales PtK2 en mitose, je donnerai

guelques généralités sur la mitose.

4.1.1 La mitose
Le cytosquelette des cellules des eucaryotes isupgmaintient la forme cellulaire et

joue un réle pivot dans la motilité cellulaire etaoicoup d’autres mécanismes comme la
phagocytose ou les processus de transport intuéaied. Durant I'interphase (cellule étalée),
intervient la croissance de la cellule et la réglan de '’ADN dans un stade appelé phase-S.
Comme nous l'avons déja exposé précédemment (V@pite 1) le cytosquelette est
composé de filaments d’actine et d’un grand nordlererotéines se liant a I'actine. Les fibres
de stress d’actine traversent la cellule pour veailier a la matrice extracellulaire par les
intégrines ou complexes d’adhésion focaux. Lorsate entrée en mitose, la cellule dissocie
'ensemble de ses contacts avec la matrice extudaiet (MEC). Ses protéines associées aux
contacts d’adhésions focaux se redistribuent damrytbsol des cellules mitotiques (Fielding
et Dedhar, 2009). La division en deux du matérééique comprend deux processus qui
sont la mitose et la cytokinése. La mitose est nénpmeéne continu qui dure de 30 a 180

minutes selon les cellules. Le centrosome joue Gl@ prépondérant dans ces processus
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hautement complexes. Le centrosome est le princigrare d’organisation des microtubules

dans les cellules animales. Il est composé d'ume ke centrioles entouré de constituants
amorphe péri-centriolaire. Ces éléments sont doéstid’'une multitude de protéines incluant
des protéines de signalisation qui régule l'orgatios des microtubules, les moteurs de
microtubules et protéines associées aux microtsletleles complexes d’anneaux de tubuline
vy qui forment les sites majeures de nucléation desotabules. En phase G1 du cycle

cellulaire, il y a un centrosome unique ayant wualisation périnucléolaire. Durant la phase
S, le centrosome se réplique par un mécanisme emoor déterminé. Au cours de la phase

G2 les centrosomes dupliqués restent fortementig@sso

Ensuite durant la prophase (15 a 60 minutes)préenier stage de la mitose, ils se
séparent et migrent aux sites opposés du noyalDN'Aucléaire commence a se condenser
en chromosomes. La phosphorylation des lamininas tdanveloppe nucléaire provoque sa
rupture et la libération des chromosomes condefdbéemosomes clivés longitudinalement
en deux chromatides, réunis au niveau du centrgm&reprotéines nucléaires dans le
cytoplasme. Le centrosome est alors fortement ausml&c I'apparition d’'un fuseau de fibres

de microtubules (aster) 100 fois plus dynamique Iquegu’ils sont organisés en interphase.
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lls se polymérisent et dépolymeérisent rapidemesquia se qu’ils établissent un contact avec
les chromosomes avec lesquels ils deviennent @ace ci est le concept d’alignement des
chromosomes, principe de «recherche et capturepogé initialement par Kirschner and
Mitchison en 1986. Cependant, il a été mis a I'émimk que les chromosomes eux méme joue
un réle majeur dans la nucléation et la stabilisatiles microtubules : la cellule est en
meétaphase (quelques minutes seulement). Les cesreensont regroupés dans le plan
equatorial du fuseau de division. L’ensemble desrmlosomes clivés, ainsi rangeés, forme une
figure appelée plaque équatoriale. Au cours deaphiase (2 a 3 minutes), chaque centromere
se divise en deux ; les centromeres fils, solidaitfeacun d’'une chromatide, s’écartent I'un de
l'autre en direction des péles du fuseau par raciegement des fibres du fuseau mitotique.
On assiste ainsi a une migration en sens opposieube lots de chromosomes strictement
identiques. La mitose s’achéve par la télophaseeécomparable a celle de la prophase). Les
chromosomes se désindividualisent pour redonner masse diffuse de chromatine. Le
fuseau de division disparait pour laisser placa anneau d’actine contractile qui se forme au
niveau du fuseau de clivage : c’est la cytokinésenveloppe nucléaire se reconstitue, les

deux cellules filles entrent alors en interphase.

to Mmitose interphasc tah

L \\-\\-\\-\\-\\-\\_-\\.-\\.N.N.\\\.\\\.\\_\\\\\\\\\\\\\\\-\\\'\‘ .
phase S
réplication

-‘prophase me’taihase analhase
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4.1.2 Le rble de I'élasticité du substrat sur desetiules épithéliales PtK2 en mitose

Dans cette ? partie de thése, le méme systtme de film multiceucle
polyélectrolytes a été utilisé pour faire varigfidsticité du substrat. La question initiale que
nous nous sommes posés est de déterminer si ibdkstiu substrat modifie-t-elle la
progression de la cellule dans son cycle. Si tellegas, de comprendre les évenements
mitotiques (engagement des intégrines, organisatienl’actine et du fuseau mitotique)

susceptibles d’étre perturbés et I'origine mécamide ces modifications éventuelles.

Cette seconde partie de these fait I'objet d’'umusarit en préparation présenté ici

dans une version préliminaire.
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4.2 Article 2

Substrate elasticity induces abnormal morphology in chromosome segregation

in epithelial cells

Introduction

The contribution of matrix elasticity in the regitm of cell functions was indubitably
evidenced only a decade ago. During interphasegiimts cluster at matrix contacts called
focal adhesions (FAs), play a major role in thesemanisms (Wang , 2009). Actin filaments
terminated at FAs can then propagate these sigvalslong distances (Vogel and Sheetz,
2006) activating various effectors molecules (Waatgal., 1998, Wozniak et al., 2003).
Finally, the cells integrate these multiple bioclheahsignals, by an adapted cellular response
which allows the control of a large number of clalifunctions such as adhesion, migration,
growth, apoptosis, differentiation and nucleanatsti As mitosis begins, cell loosen contacts
with the extracellular matrix (ECM); dissociate FAand disassemble actin filaments,
acquiring a round morphology. Cell division consistf mitosis and cytokinesis. Mitotic
spindle reassemble to direct accurate by the safjoegof chromosomes to daughter cells.
During cytokinesis, actin filaments form the coutilg ring allows daughter cells separation.
Increasing interest has focused on the need obxrathesion for the mitosis and particularly
on integrins as regulators of mitotic events. Sgbgiintegrin influences the assembly and
the position of the mitotic spindle, as well as tygokinesis. Yet, the fundamental question
that remains unanswered is whether segregationhafnosomes of epithelial cells is
influenced by the substrate elasticity. To answis tmajor question, polyelectrolyte
multilayer films were used as substrate models ajparent elastic moduli ranging from 0 to

500 kPa.
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Results and discussion

Influence of substrate elasticity on the cell cycle progression

Cell activity is largely dependent on the matrirasticity. The major receptors of ECM are
integrins. For instance, MDCK cells can sense thessatum rigidity to a sufficient extent to
induce B1-integrin activation, allowing downstream actieatievents to occur (Wei et al.
2008). Likewise, PEM films with controlled stiffresllowed activation ofl-integrin PtK2
cells in interphase (Fig. 1Ba and Bb). Howevery\dtle is known whether elasticity of the
substrate plays a role in mitosis events such #sgiim engagement, mitotic spindle
orientation and cytokinesis process. We investiydteis the influence of the PEM films
elasticity onto the progression from mitosis tcerphase entry using the mitotic shake-off
method (experimental design is outlined schem#yigalFig. 1Ca). Based on morphological
parameters, cells were classified either in M-phgdbé&phase population including
prometaphase, metaphase, anaphase and telophsiggated M, Fig. 1 Cb) or in interphase
(cells with nucleus-containing nucleolus: desigda®l, Fig. 1 Cc). Figure 1Da shows that
after 1h post-synchronisation the percentage t¢¢ aelinterphase was equivalent on the glass
surface and on E200 films, respectively Fig. 1Dd apor larger on the E500 films (Fig.
1Db) to the percentage of mitotic cells, suggestireg E500 and E200 elasticity allow PtK2
cells entry into interphase within 1h post-synclsation; in a similar manner as or even
more strongly than glass surface. However, comptirdde three other systems, on E50 the
percentage of interphase cells remain inferior hosé¢ observed from 1 to 4h post-
synchronisation (Fig. 1Dd). More importantely, DNWorescence microscopy analyses of
PtK2 cell-cycle classification (mitosis versus npiease cells) revealed that substrate
elasticity induces abnormal morphology in the choesome segregation (Fig. 2Ac-f).

Aberrant morphologies were observed in anaphaséaetbphase materialized by chromatin
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bridges and lagging chromosomes (E500, E200, EBCE@N respectively Fig. 2Ac, d, e and

f). Interestingly an increase in the percentagehsbmosome instabilities was observed when
cells were seeded onto substrates for which stffrewas lower (Fig. 2B). Influence of

substrate elasticity on chromosome segregation alsxs assessed on the human epithelial
colon cancer cell lines SW480 for glass, E200 aB@ Eubstrates. SW480 cells displayed
percentage of chromosome instabilities that ineeasso progressively on E200 and E50
films, identically to those observed for PtK2 ore thame substrates (Fig. 2B). These data
suggested that mitotic instabilities in responsaubstrate elasticity were not specific for a

particular epithelial cell model.

Cells respond to substrate elasticity-induced damag es

Mitotic spindle assembly checkpoint, replicationeckpoints and apoptosis function
constitute the control mechanisms that act duriel @/cle to maintain genome integrity.
Spindle assembly and replication checkpoints indiglays in cell cycle progression, which
allows time for completion of repair or DNA syntieg¢Varmark et al., 2009). By contrast,
apoptosis eliminates cells carrying irreparable agen(Varmark et al.,, 2009). Fluorescent
phosphatidylserine assays were realized to andlymgotic cells that exhibited chromosome
missegregation became apoptotic. These assayscaered out for EO, E50 and E200 films
and for PtK2 and SW480 cells. After 1h post-synairation, only cells with chromosome
instability were annexin V labeled, both for Ptk2200 and E50, respectively Fig. 2Ce and f;
and E) and for SW480 cells (E200 and E50, respagtivig. 2De and f). Therefore,
chromosome instability observed for 200 and 50 (200 in a lower percentage compared
to E50) promote cell apoptosis suggesting thatetimechanical damage are most probably

irreparable (Varmark et al. 2009; Yoshizaki e28I03).
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av integrin engagement and cortical ring of actin

Does the higher percentage of mitotic PtK2 cellseobed after 1h to 4h post-synchronisation
on 50 kPa substrate constitute a signature forlayel@ interphase entry? To address this
guestion, we determined the influence of substeddsticity on certain molecules playing
decisive roles in mitotic event progression. Rectundlies identified integrins as regulators of
assembly, positioning and orientation of the mita@pindle and cytokinesis (Reverte et al.,
2006, Streuli et al.,, 2009). Mitotic PtK2 culturexh glass, 50 and 200 kPa were thus
immunolabelled using antibodies specific fav-integrins (highly expressed in epithelial
cells, Danen et al., 2005). On the glass substiraigrometaphase and metaphagentegrin
colocalized with actin at the cell cortex ((t0 a®® min post-synchronization, respectively
Fig. 3Aa @v), f(actin) and bgv), g(actin), and D). In early and late telophaaecell
subpopulation accumulated alsw in the cell mid-zone colocalized with a concetgda
region of actin (1 and 2h post-synchronizationpeesively Fig. 3Acgv), h(actin) and d{v),
i(actin)). During interphase (4h post-synchroniza}j av was uniformly distributed in the
perinuclear region (Fig. 3Ae) and actin was orgasimn cytoplasmic microfilament (Fig.
3Aj). On the E50 film, compared to the glass swistrin metaphase and anaphase a low ratio
of av was localized at the cell cortex (t0, t30min ahd post-synchronization respectively
Fig. 3Ba, b and c). Actin in the cell cortex wasdl stisible at tO, t30min and tlh post-
synchronization respectively Fig. 3Bf, g and hidlophaseqv was not detected through the
plasma membrane invagination (t2h and t4h postfspmization respectively Fig. 3Bd and
e). A counterstaining with phalloidin revealed Hiesence of actin in this cell mid-zone (Fig.
3Bi and j). In interphaseyv was localised in a reduced perinuclear regiopgamentary
material Fig. S1. Aa) and no actin stress fiber wlaserved (supplementary material Fig. S1.
Ab). On E200, in metaphasey was distributed in the cell cortex (Fig. 3Ca)ekrly and late

telophaseav was again visualized in the plasma membrane inatign (Fig. 3Cb and ¢
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respectively) colocalized with actin (Fig. 3Cg amdespectively). In interphase, distribution
of cytoplasmiauv dots (Fig. 3Ce) and cytoplasmic microfilamentsotin were restored (Fig.
3Cj). These results clearly indicate that the lsedilon of av in the plasma membrane
invagination and the concentration of actin in tbédl mid-zone require a substrate with

values exceeding 50 kPa.

Mitotic spindle and Racl activity

The mitotic spindle is essential for both properochosome segregation and cytokinesis
(Heald and Walczak, 1999). Racl is a member of rdserelated superfamily of small
GTPases that regulate both polymerization of a@ctiproduce lamellipodia and vinculin FA
assembly at the plasma membrane (Nobes and HaB) 1B interphase, the activity of Racl
was regulated by a mechanical stress like tengi@is(imi et al.) and substrate elasticity
(Kocgozlu et al. 2010). In mitosis, Racl activitasvsuppressed at the spindle midzone and
increased at the plasma membrane of polar sides tafophase (Yoshizaki et al. 2003). To
examine the colocalization eftubulin and Racl in different stages of the mgp&itK2 cells
were double immunolabelled with anti-Racl and arttibulin antibody. On the glass
substrate, in prometaphase, metaphase and anapteadespread throughout the cytoplasm
and concentrated in some peripheral speckles bsiteweluded from the mitotic spindles and
the chromosomes (t0, t30 min and 1h post-synchatioiz respectively Fig. 4Af, g and h). In
telophase, Racl accumulated in the cytoplasm bsiteweluded from the spindle mid-zone of
the bridge that connects the two daughter cellg. @Ai). In interphase, diffuse dots of Racl
are localized mainly at the perinuclear region, rght@bulin is concentrated on microtubule-
organizing centers. An organized cytoskeleton afratubule was also visualized (Fig. 4Ai,
colocalization of Racl angtubulin results in yellow color). On E50, in protaphase, Racl

was more concentrated in some peripheral fibersveaglexcluded from the mitotic spindle
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that appears disorganized (Fig. 4Bf). In anaphasktalophase, fibers of Racl invade the
mid-zone of the two daughter cells, where the nutepindle of microtubule progressively
disappears (30min, 1h, 2h and 4h post-synchrooizatespectively Fig. 4Bg, h, i and j). In
interphase, fibrous structures of Racl remain oedfiin a reduced cytoplasm (supplementary
material Fig. S1. Bb). On E200, in metaphase araplaase, diffuse dots and fibers of Racl
spread throughout the cytoplasm and the cell cakekuded from a restored mitotic spindle
(t0 and t30min post-synchronization respectively. BICf and g). In early and late telophase,
comparable distribution of Racl and mitotic spindiganization to those of glass substrate
were observed (t1h and 2h post-synchronizatiompes/ely Fig. 4Ch and i). In interphase,
Racl was uniformly distributed in the cytoplasm, enéh a-tubulin formed a spread
cytoskeleton (t4h post-synchronization, Fig. 4Q}).was also noticeable that a small
percentage of cells in interphase had intense tagopc fibers of Racl in particular when the
network of microtubule cytoskeleton was weakly deped (supplementary material Fig. S1.
Cb). These data suggest that when the microtubeteank is well organized, Racl very
probably use this network for its translocationitags the case for the transport of other
proteins. For a stiffness of 50 kPa, interphaseyantly be strongly impaired. To verify this
hypothesis, we synchronized a collection of cal$otlow the onset of DNA replication. On
the control surface (glass substrate) BrdU incafpon sites were detected 4 hours after
synchronisation (fig Fig. 4E and Fa). 4 hours afidease of cells onto E50 film, DNA
replication was inhibited (Fig. 4E and Fb). In gast, 4 hours after release of another
collection of cells onto E200 film, replication aaty was restored (Fig. 4E and Fe). These
results are consistent with the previous data nbthiby Kocgozlu et al., 2010. A higher
percentage of mitotic PtK2 cells observed 1h tgdst-synchronisation on 50 kPa, compared
to the three other systems (E200, E500 and gldsstrates), does not correspond to delay into

interphase entry but strongly suggest that E50 fitlmbits cytokinesis by preventing the
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formation of a normal bipolar spindle. However emthase cells (interphase or late telophase
progressing in interphase) observed on E50 couforddeably isolated from the mitotic shake-
off method.

To try to establish how microtubule spindle, cytwsis, chromosome segregation and
replication are affected by the substrate elagtiaitd if a mechanistic link existed between
them, we tested the influence of the anti-Raclbidi NSC23766 on these mitotic and post-
mitotic events. As control, in the presence ofititebitor NSC23766, Racl was not detected
4 hours post-synchronisation (data not shown).réstengly, at 2h post-synchronisation, the
inhibition of Racl by the drug altered, neither étvantegrin engagement at the cell mid-zone
(Fig. 5Ae) nor the actin concentration in this meg(Fig. 5h), suggesting that Racl does not
play a role in cytokinesis as it was the case Fer RhoGTPase (Pellinen et al., 2008).
However, the anti-Rac1l inhibitor perturbed the dfgrorientation of PtK2 cells (Fig. 5m and
n, respectively 30 min and 2h post-synchronizatamn) the DNA replication was completely
obstructed (Fig. Bb and C). These results do notethat the destabilization of the mitotic
spindle, induced by the inhibitor NSC23766, leadhte direct inhibition of the replication.
However, previous work showed that inhibition ofcRay this drug, in mitotic PtK2 cells,
concomitantly obstructed vinculin, actin filamemdareplication (ref leyla 1). The most
noticeable observation from these experiments vaas$ the inhibitor induced abnormal
morphology in chromosome segregation (Fig. Ca anigg in the same percentage than that
induced by the elasticity 50 kPa. Similar phenotlipe been observed in Drosophila S2 cells
when the Gie (a subfamily of the small GTP ases} wapleted using RNAiI methods
(depletion of the effector domain). These treatellsdrequently failed to separate all their
chromatids and remained connected by a thin thodazhromatin (Okai et al., 2004). The
authors speculated that Gie might serve as a maleswitch to regulate chromosome

segregation through the association with microteul
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In conclusion soft substrate elasticity (below 9@ak induce in epithelial cells multiple
“mitotic catastrophes” such as i) abnormal morpgglon chromosome segregation, ii)
progressive disappearance of the mitotic spindimiofotubule. These mitotic event damages
lead respectively to apoptosis and cytokinesisifairather than delay in mitosis, confirmed
by the total inhibition of replication. Neverthedeswe couldn’t clearly establish the

mechanical origin and the mechanistic link betwiese damages.
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Materials and methods

Polyelectrolytes

Poly(L-lysine) (PLL, MW = 5.7 x 1fDa, Sigma, St. Quentin Fallavier), fluorescein
isothiocyanate labelled poly(L-lysine) (PTL®, MW = 5.0 x 1dDa, Sigma, St. Quentin
Fallavier) and hyaluronic acid (HA, MW = 4.0 x "D, Biolberica, Barcelona) were used for
build-up of (PLL/HA). films. Poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS, MW .8 x 13Da,
Sigma, St. Quentin Fallavier), rhodamine labelledy(sodium 4-styrenesulfonate) (P&S
MW = 5.0 x 1dDa, Sigma, St. Quentin Fallavier, France) and dlylamine hydrochloride)
(PAH, MW = 7.0 x 10Da, Sigma, St. Quentin Fallavier) were used forldwg of
(PSS/PAH) top films (weren corresponds to the number of layer pairs), whictrew
deposited on (PLL/HA) stratum. PLL (PLE™), HA, PSS (PS%), and PAH were
dissolved at 1mg/mL in buffer solution containingbOinM NaCl and 20mM of
tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, 121g/mol, mel® at pH 7.4. During film
construction, all rinsing steps were performed witsOmM NaCl/20mM TRIS aqueous
solution at pH 7.4. (PLL/HA), strata were prepared using a dipping machine (BgRobot
DR3, Kierstein, GmbH), on glass slides (VWR ScigentiFonteney sous Bois, France).

(PSS/PAH) top films were prepared manually.

PEM films were used to investigate how the meclammoperties of the substrate may play a
role in mitosis. The films were composed of a (FiA),4 stratum capped by a second
(PSS/PAH) stratum (0 = 0, 2, 5 and 12). A typical example of confocalertion observation
of a film composed of PLL/HA stratum and PSS/PAlpmag is displayed in Fig. 1Aa. The
rigidity of the (PLL/HA)4-(PSS/PAH) increases with the number of deposited pairs, @s w
previously proved by Atomic Force Microscopy (AFMyentation experiments (Francius et

al., 2007). Although the PLL/HA stratum is capptet whole film behaves like a viscoelastic

-126-



Chapitre 4 :R0le de I'élasticité du substrat sur
des cellules PtK2 en mitose

medium. Each of the films were modeled as a spfatgstic moduluss;) in series with a
Kelvin unit, which is itself a spring (elastic mdds E,), in parallel with a dashpot. We will
refer to this model as SK model (referred to as™8tdel, where S stands for “spring” and
K for “Kelvin”). Figure 1 Ab shows the effect of gesiting PSS and PAH on top of the
PLL/HA stratum, and represents the evolution of #pparent elastic modulus in the SK
model (1E;, = 1E; + 1) at a given expansion velocity (about 1um/s) foe AFM
piezodrive. It follows from the Fig. 1Ab that themarent moduli are roughly 50, 200 and
500kPa for the architectures (PLL/HA(PSS/PAH) with n = 2, 5, 12 respectively: whereas
it is known from earlier investigations (Franciusag, 2006) that the elastic modulus of the
native (PLL/HA), architecture is under 1kPa and was considered hsreour zero.
Henceforth, we shall use the short hand notati@&ty, (E50), (E200) and (E500) for the
(PLL/HA)24, (PLL/HA)24-(PSS/PAH) films with n = 2, 5, 12 respectively and (0/2) for

(PSS/PAH) (Table 1).

Film characterization

CLSM observations were performed with Zeiss LSM 5hieroscope using 40X1.4 oil
immersion lens. FITC-fluorescence was detectedr afeitation at 488nm with cut-off
dichroic mirror 488nm and emission band-pass fiB@5-530nm. Rho-fluorescence was
detected after excitation at 543nm, dichroic mirb&3nm, and emission long pass filter

585nm.

Cell and synchronization
PtK2 cells (CCL-56, LGC Standards, United Kingdomgre grown in RPMI-1640 medium
(Invitrogen) supplemented with penicillin 100ug/mtreptomycin 100pg/ml (Invitrogen,),

and 10% FBS (Invitrogen) maintained at 37°C with &,. Colorectal adenocarcinom
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epithelial SW480 cells were grown in RPMI-1640 medi(Invitrogen) supplemented with
glutamax, 10% FBS (Invitrogen), 5% penicillin /egitomycin, 0.025U/mL insulin, 50mg/mL
hydrocortisone and 1.25 mg/mL G418 maintained atC3with 5% CQ. Cells were

synchronized by mechanical shakeoff. Three daysr ga synchronization, cells were re-
plated at 1.2 x I0per cnf. Mitotic cells were centrifuged (70§, 7min), resuspended in
culture medium, and re-plated at 1.2 x* Jfr cnf from surfaces. For Racl inhibitor

treatment, cells were cultured with 200uM NSC 23if66 0-4h after synchronization.

Immunolabeling

Cells were seeded on surfaces (multilayered filmgare glass samples placed in 24-well
plates (Nunc, USA)) at 1.2xi@er cnf (synchronized). Cells were fixed in 3.7% (w/v)
Paraformaldehyde (PFA) in PBS for 15min, and fipedmheabilized in 3.7% (w/v) PFA in
PBS plus 0.1% Triton X-100 for 10min. Cells weredKed with 10% decomplemented FBS
(Invitrogen). Cells were incubated widlv-integrin (1:100; Santa Cruz, USA). After washings
with PBS, cells were incubated with FITC-conjugasedondary antibody (1:500; AnaSpec,
Fremont, CA). For Racl, cells were incubated withi-Racl (1:100, Millipore), for actin
staining with TRITC-phalloidin (1pg riff Sigma), DNA with Hoechst 33258 (20pg 'l
Sigma). Fora-tubulin, cells were incubated with anti-tubulin (1:100, Santa Cruz). After
washings with PBS, cells were incubated with TRId&jugated secondary antibody (1:200;

Santa Cruz).

Replication
Cells were seeded on 1.2%1fer cnf (synchronized). Cells were incubated with BrdU for
15min (37°C) (1:500; RPN 201, GE Healthcare Euro@embh). Cells were

fixed/permeabilized in 3.7% PFA in PBS plus 0.5%0drr X-100 for 15min. After washing

-128-



Chapitre 4 :R0le de I'élasticité du substrat sur
des cellules PtK2 en mitose

with PBS, cells were incubated with anti-BrdU/DNdse 1h (37°C) (1:100; RNP 202, GE
Healthcare Europe Gmbh). After washings with PB8scwere incubated with FITC-

conjugated secondary antibody (1:500; AnaSpec, USA)

Microscopy

Samples were mounted in VectaShield (Vector Laboied, Burlingame, CA). Fluorescence
was visualized with Nikon Elipse TE200 (objectiemses 63x1.4 NA). Images were acquired
with Nikon Digital Camera (DXM 1200 or DS-Q11MC WitATC-1 or NIS-Elements

softwares respectively). Pictures were process#dImiageJ Itttp://rsb.info.nih.gov/ij).

Apoptosis

Synchronized Cells were seeded at Pxi01.2x10 per cnf. Annexin V binding was carried

out using the Vybrant Apoptosis Assay Kit (Molecul®robes) according to the
manufacture’s instruction. Cells were analyzed rhafter synchronisation by fluorescence

microscopy.

Western blot

Ptk2 cells were seeded on surfaces (nunc, USA)&€2per cnf and incubated for 4h in
culture medium at 37 °C. Cells were lysed 20Mi&-base, pH 8, 0.15MaCl, 2mMEDTA,

1 % NP-40, 10% glycerol, 1mMdodium orthovanadate containing 1% of proteasebitari
cocktail; Sigma). Extraction mixtures are rockedt &C for 1h and centrifuged (5min, 13000
rpm at 4°C). Protein concentration was determingdguDC protein assay (Bio Rad, USA).
Equal amounts of total protein extracts were subgeto SDS PAGE (NUPAGE, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) and transferred onto mlidose membranes (Iblot Transfer Stack,

Invitrogen, USA) blocked in T- TBS (0.1% Tween BOmM Tris-base, pH 7.6, 0.15MaCl)
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containing 1% BSA (Euromedex, France) and probedrroght at 4°C with primary
antibody: B-integrin LIBS, activated3-integrin (clone B44) (1:1000, Chemicon), p44/p42
MAPK (1:1000, 9102, Cell Signaling, USA). Blots weincubated for 2h with HRP-
conjugated anti-rabbit, anti-mouse antibodies (QBGOGE Healthcare, USA). Bands were
detected using ECL kit (GE Healthcare, USA). Autliographs were quantified with Kodak
Digital Science 10 Software. Representative meanegaof at least three independent

experiments with standard errors (4 time pointlyzard).
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Figures legends
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Figure 1. Cell cycle progression with respect to elastic ologl (A) (a) Vertical section
image of a (PLL/HAYsPLLT T -HA-(PSS/PAH)-PSS"-PAH multilayered film observed by
CLSM. (b) Eapp of (PLL/HAY-(PSS/PAH),-PSS films investigated in (Francius et al.,2007)
as a function of the number of (PSS/PAH) layer3.gBWestern blots d¥-integrin LIBS and
p44/p42 MAPK protein contents in PtK2 cells seedidn (EO), (E50), (E200), (E500) films
and glass and corresponding scang3fortegrin LIBS. Representative results from at {€as
independent experiments. (C) a) Cartoon of the rxgatal design. Mitotic cells were
collected from randomly proliferating cell culturbg shake-off and release on substrates of
increased stiffness. Cells were harvested at sketnera points after synchronization to assess
mitotic events progression. b) A synchronous pdpriaobtained by mitotic shake-off (M)
and c) a population 4 hours after synchronizatiGri)(labelled with Hoechst 33258. (D)
percentage of cells in mitosis (including prometeg®) metaphase, anaphase and telophase)
versus interphase after release on a) glass, b),E3@E200 and d) E50. 300 cells were used
for each condition for 5 time periods. Results presented as s.e.m for 3 independent
experiments (white bar: mitosis, black bar: integdy).
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Figure 2. Abnormal morphology in the chromosome segregatipnepresentative image of
aberrant morphologies (Hoechst 33258 labelling)teneized by chromatin bridges or
lagging chromosomes (arrowed). Synchronous popuatibtained by mitotic shake-off
seeded on a) glass, b) 0/2, c) E500, d) E200, € &l f) EO. (B) percentage of cell
presenting abnormal morphology in the chromosongeeggtion. 200 fixed cells were used
for each condition. The quantification of the peitege was pooled over the 5 time periods.
Results are presented as s.e.m for 3 independpatiments (white bar: PtK2 cell, grey bar:
SwW480 cells). 1 hour post-synchronization, cellsentested with the apoptosis kit: PtK2 cells
(C) and SW480 cells (D) d,e and f : fluorescencagenfor phosphatidyserin signal (a, b, and
¢ counterstained with Hoechst 33258). (a,c) glése) E200 and(c, f) E5SO.
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Figure 3

Figure 3. av integrin engagement and actin organization satestrwith respect to mitotic
synchronization. Representative PtK2 cells seededA) glass surface (B) (E50) and (C)
(E200) fixed 0 min (a, f), 30min (b, g), 1h (c, R (d, 1), 4h (e, j) after synchronization.
Superposition of cells with andéiv integrin (green) and Hoechst 33258 (bleu) (a-e),
counterstained with actin (f-j). (arrow: absencenofintegrin and contractil ring of actin in
the cell mid-zone; arrowed: presencenofintegrin and contractil ring of actin in the cedlid-

zone .
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Figure 4. a tubulin organization and Racl distribution withpest to mitotic synchronization. Representative Ptglls
seeded on (A) glass surface (B) (E50) and (C) (EZ@8) O min (a, f), 30min (b, g), 1h (c, h), 2h @, 4h (e, j) after
synchronization. Superposition of cells withubulin (red) and Racl (green) (f-j), counterstdiméth Hoechst 33258 (a-e).
(E) Fluorescence intensity for nuclear BrdU sigraabitrary units, A.U. in %) using imageJ, deterndiran 50 cells (for 4
time periods). (F) BrdU visualized by indirect imnadlnorescence 4 hours post-synchronization on k@jsgsurface (b)
(E50) and (c) (E200).
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Figure 5
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Figure 5. av integrin engagement, actin awndtubulin organization with respect to Racl
inhibitor treatment for mitotic synchronizated Ptk&lls. For Racl inhibitor treatment, cells
were cultured on glass surface with 100uM NSC 23/76€) until their fixation. (A) Cells
with anti-av integrin (d, e and f) counterstained with Hoedlastb and c) and with phalloidin
(9, h and i). Cells with antie. tubulin (m, n and o) counterstained with Hoecl&t §nd I).
Cells were fixed 30min (a, d, g, j, m), 2h (b, e, Ky n), and 4h (c, f, i, I, 0) after
synchronization. (B) BrdU visualized by indirect rmanofluorescence on glass surface 4
hours post-synchronization a) control b) with 100N8C 23766, c) Fluorescence intensity
for nuclear BrdU signal (arbitrary units, A.U. in)%sing imageJ determined on 50 cells (for
2 time periods). C) Abnormal morphology in the chasome segregation (arrowed) for cells
treated with 100uM NSC 23766, 1 hour post-synctmation: fluorescence image for
phosphatidyserin signal b) counterstained with Hee83258 a) percentage of cell presenting
abnormal morphology in the chromosome segregajion c
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Supplementary file

Tableaul

Eap (kPa?)  Notation

Architecture
(PLL/HA),, ~0 EO
(PLL/HA),4-(PSS/PAH), ~50 E50
(PLL/HA),4-(PSS/PAH)s ~ 200 E200
(PLL/HA),4-(PSS/PAH);» ~ 500 E500
(PSS/PAH), NA 0/2

Table | Ea of (PLL/HA) ,,-(PSS/PAH),, withn =2,5, 12
Eap was determined by AFM nano-indentation. @Values from

(Francius etal., 2007). NA = Non-available.
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Figure S1

Figure S1 Adhesion of PtK2 cells either deposited on E50 (dl 8) and (E200) 4 hours
post-synchronization. (A) Superposition of cellghwantiav integrin (green) and Hoechst
33258 (bleu) (a), counterstained with actin (b)afi®l C) Superposition of cells wightubulin
(red) and Racl (green) (b), counterstained withddse33258 (a).
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4.3 Résumeé des résultats de l'article 2

Un premier fait marquant apparait pour la faiblastcité 50 kPa. L’entrée en
interphase est fortement réduite (75% des celldest encore en mitose 3h post-
synchronisation pour I'élasticité 50 kPa contre 1pétir 200 et 500 kPa et sur le verre) et
s’accompagne d’un taux significatif d’anomalie égregation des chromosomes, matérialisé
par un ou plusieurs chromosomes « restant a laetsatlairement visible en anaphase et en
télophase (37% d’anomalie a 50 kPa contre 5% p00y 200 kPa et le sur verre). Il est donc
crucial de déterminer gu’elle est le réle exerceligasticité du substrat sur le contréle de la
division cellulaire. L'absence d’instabilité chrosmmique permet une division et survie
cellulaire normale tandis qu’'une instabilité gegeéd# peut entrainer soit un processus
tumorale pour des instabilités génétiques modéréas processus de suppression de tumeur
pour des instabilités génétiques massives (Pasableafer, 2004). A I'élasticité 50 kPa
(condition E50), les mitoses porteuses d’'une anientl ségrégation des chromosomes sont
fortement marquées a I'annexine V (phosphatidyteeexposée a la surface externe des
cellules), signe d’'une apoptose précoce. De plaigsticité du substrat est a l'origine de
plusieurs modifications d’événements mitotiques gant 1) le faible engagement des
intégrinesav en mitose et en interphase, 2) la déstructuratonfuseau mitotique de
microtubule ainsi que du cytosquelette de microbunhibant en méme temps la
translocation cytoplasmique de Racl. En perspediie® tests d’activités de 'engagement de
av, de Racl (forme GTP ou GDP) et dynamique du fuseitotique de microtubules seront a
réaliser pour 1) comprendre le rbéle mécanique ddadticité du substrat dans ces
organisations et 2) mieux cerner l'origine des abgités chromosomiques observées aux

faibles élasticités.

-140-



Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail de these s’est principalement intéressénfluence de I'élasticité du
substrat sur les réponses cellulaires au couredaimes phases du cycle. L'originalité de ce
travail est de suivre I'effet d’un signal mécanigusqu’au noyau, notamment son influence
sur l'activité de réplication et de transcriptidien que la distance qui sépare la membrane
plasmique et les structures d’adhésion cellulamendyau soit importante, la vitesse de
propagation d’'une contrainte physique est extrémémagpide. En effet, le cytosquelette peut
étre considéré comme un réseau de cables rigidesi, en réponse a une déformation
mécanique, la cellule peut transmettre un remodeldgnamique et coordonné du
cytosquelette jusqu’aux structures nucléaires (Wetngl., 2009). Ces cables interconnectés
sont suffisamment stables pour supporter des chalgdraction et de compression dans les
cellules vivantes et donc maintenir & la cellule stabilité de forme méme s’ils subissent, au

niveau moléculaire, des remodelages continus etrdiques (figure ).
Shear stress

Figure I. Connectivité structurelle et distance deoropagations des forces. D'aprés Wang et al., 2009.

Connaissant le role structurel du cytosquelettdasgellule, une question importante
était de déterminer si I'élasticité du substrattpeadifier cette organisation indispensable ou
non au maintien des activités nucléaires de réicat de transcription.

La réplication nécessite une connexion physiquieele substrat, le cytoplasme

(matérialisée par I'engagement des intégrinescoesacts focaux et les fibres d’actine) et le
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noyau, assurée par un environnement rigide (auideds 50 kPa). La transcription reste
sensible a I'élasticité du substrat (inactive aP@ let active a partir de 50 kPa), cependant les
contacts focaux et les fibres d’actine ne sont ipdgspensable a cette activité. Pourtant,
d’autres liens physiques pourraient étre impliquésélasticité du substrat contribue a une
régulation de la réplication et de la transcriptie maniere sélective et découplée. Il est
important de remarquer que dans les conditiongithet élasticités (50 kPa), la transcription
ne suffit plus & initialiser la réplication. La fi@gation a besoin a la fois d’'une activité de
transcription (facteurs de transcription qui ouvdaerchromatine) et d’une stabilité mécanique
(structures d’adhésion et cytosquelette d’'actihgpprofondissement de ce lien mécanique
entre le cytoplasme et le noyau a mis en évidemaélé essentiel de la petite GTPase Racl
pour la réplication. L'activité de cette GTPase dwih séquentiellement a I'association des
contacts focaux, la formation des filaments d’actt I'activation de la réplication.

Pour comprendre la mise en place chronologiqueadtgités morpho-fonctionnels au cours
du cycle cellulaire, les cellules sont synchrorssdcaniqguement en mitose. Cette approche,
nous permet maintenant d’aborder I'influence déas$cité du substrat sur des évenements
mitotiques majeurs. Les faibles élasticités du sabginférieures a 50kPa) induisent des
dommages mitotiqgues qui sont : 1) des instabili@ségrégation des chromosomes ; 2) une
déstructuration progressive du fuseau mitotiques @ecidents sont irréversibles puisque
toutes les cellules qui ont une anomalie de ségogdgahromosomique vont vers une voie
d’apoptose. Pour les autres cellules, I'absenciisieau mitotigue empéche toute cytokinese.
Cependant, il est difficile de déterminer 'origingcanique de ces dommages. Soit, le faible
engagement des intégrines observés a 50 kPa,ideagih cascade d’autres événements
mitotiques ou soit I'élasticité du substrat désaiga simultanément ces évenements

mitotiques.
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Figure Il. Evénements cellulaires observeés lors dénterphase et la mitose chez des cellules épitlietles

(Ptk2) sur des substrats a élasticité variable.
Du point de vue mécanique, une cellule épithéjmler survivre, doit se maintenir sur

une élasticité qui lui est physiologique. Deux &iilons sont envisageable, 1) la cellule migre
et rencontre un environnement mécanique hostile dea cellules tumorales) et dans ce cas

précis, I'élasticité du substrat pourra jouer sole isélectif ; 2) I'élasticité du substrat subit
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des modifications mécanique (accidentels ou patfiqles), la cellule se trouvera dans des
conditions qui lui seront devenues alors défaverabl

In vivo, on observe des phénotypes cellulaires, mesphologies dont on ignore encore
l'origine. La connaissance des propriétés mécasigluemicroenvironnement de ces cellules
permettra de faire des rapprochements avec cesvalisas et donner des explications a ces
phénomenes. Il sera possible alors d’apporter desexions entre différents comportements
cellulaires et d’avoir une meilleure compréhensida la mécanotransduction ce qui
constituera certainement des avancées spectasulai@ns les futures stratégies

thérapeutiques.
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