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RESUME

Les hydrogels sont devenus, au cours des dernieres décennies, trés populaires, particulierement
dans le domaine du biomédical. Du fait de leur grande ressemblance aux tissus vivants, ils sont
fréquemment utilisés dans le génie tissulaire comme échafaudages pour la culture cellulaire. La
fonctionnalisation de ces polymeres par des biomolécules permet de s’approcher des conditions
naturelles des cellules et ainsi d’obtenir des tissus biologiques plus performants pour les

applications médicales.

Cependant, malgré les nombreux progrés effectués dans le domaine, I’immobilisation de
protéines sur un polymere reste un défi. En effet, les protéines sont des macromolécules fragiles
et sensibles a leur environnement. Pour préserver leur bioactivité, il ne faut pas ou peu modifier
leur structure et correctement les présenter a leurs partenaires cellulaires. Pour cela, I’utilisation
de peptides intermédiaires a fait ses preuves. Parmi eux, le couple Ecoil/Kcoil est
particulierement intéressant du fait de la forte affinité entre les deux peptides et permet également

une bonne orientation et présentation du facteur de croissance aux cellules.

L’objectif du projet été de réaliser un hydrogel de dextrane poreux, permettant 1’adhésion, la
prolifération et la migration des cellules, et fonctionnalisé avec des peptides Kcoils pour
permettre I’immobilisation et la relache contr6lée de facteurs de croissance couplés au peptide

Ecoil par génie génétique.

L’immobilisation du Kcoil sur le dextrane s’est révélée délicate due a I’oxydation extrémement
rapide du peptide. Une premiére étude sur la réduction simultanée a la réaction de greffage a été
réalisée, aboutissant au manuscrit « Adequate reducing conditions enable conjugation to polymer
by one pot thiol click chemistry », accepté dans le journal Bioconjugate chemistry et présenté

dans le chapitre 4 du mémoire.

En parallele, une autre réaction chimique, la cycloaddition azide/alcyne a été envisagée. Celle-ci
a donné des résultats concluants quant au greffage des peptides et a permis de réaliser des tests
préliminaires sur les hydrogels. Malheureusement, les propriétés mécaniques et de porosité de

I’hydrogel n’ont pas été atteintes pour réaliser une culture cellulaire en son sein.



ABSTRACT

Over the past decades, hydrogels have become very popular, especially in the biomedical field.
This can be attributed to the fact that they highly resemble living tissues, and as such are
frequently used in tissue engineering as scaffolds for cell culture. Natural cell growth conditions
can be approached by functionalizing polymers with biomolecules. This helps achieve more

viable biological tissues for medical applications.

Although great progresses were made in this field, immobilizing proteins on polymers is still
really challenging. Indeed, proteins are big macromolecules that are extremely delicate and
sensitive to their environment. Intermediary peptides can be efficiently used to aid in this step.
Among them, the Ecoil/Kcoil pair is particularly interesting because of the high affinity between
the two peptides. It also allows for good orientation and presentation of the growth factor to the

cells.

This project aims to produce a porous dextran hydrogel, allowing for the adhesion, proliferation
and migration of cells. The hydrogel should first be functionalized with Kcoils peptides to allow
for the immobilization and controlled release of genetically engineered growth factors that are

coupled to the Ecoil peptide.

The immobilization of Kcoil on dextran was made difficult by the extremely fast oxidation of the
peptide. A first study, on simultaneous reduction and grafting reaction was carried out, resulting
in the manuscript "Adequate Reducing Conditions Enable Conjugation to Polymer by One Pot
Thiol Click Chemistry". This manuscript was accepted in the journal Bioconjugate Chemistry and

will be presented in Chapter 4 of this master thesis.

Meanwhile, another chemical reaction, the azide/alkyne cycloaddition was considered. It gave
conclusive results for the peptide grafting and made it possible to carry out preliminary
experiments on the hydrogels. Unfortunately, the hydrogel’s mechanical and porosity properties

were not suited for cell culture.



Vi

TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ...ttt sttt e bt e b e e b e et e nen e 1l
RESUME ..ottt vV
ABSTRACT ettt E et nnee s V
TABLE DES MATIERES ....ooieceet ettt sttt sns st st nssaan s VI
LISTE DES TABLEAUX ...ttt sttt ettt et b e IX
LISTE DES FIGURES ... .ottt reennne s X
LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS .....coooviveveiieeiceseeteetesesisees s sesss s sesesses s Ul
LISTE DES ANNEXES ... ..ottt sttt st nbe e beennee s XVI
CHAPITRE 1  INTRODUCTION ...ttt sttt nneas 1
1.1 CONEXIE oot 1
I S (0] o] =T g L o [PPSR 3
1.3 OBJECHITS ..t bbbt bbbt 4
CHAPITRE 2 REVUE CRITIQUE DE LA LITTERATURE ......oovviieeeceeeeeeeeee e 5
2.1 LS NYAIOQEIS ... 5
2.1.1 DEFINITION ..ottt bbbt 5
2.1.2 Classification des différents Nydrogels ... 6
2.1.3 LB UBXITANE ...ttt bbbttt bbbt 7
2.1.4 Principales applications biomedicales............cccovveiiiiiiiiiiicie e 9

2.2 Techniques de DIOCONJUJAISON ......c.ueeiieiieciie ettt 13
2.2.1  CRIMIE CHCK ... 14

2.2.2  TRHOL CHCK 3 1ottt ettt e e e e e e e e et et e e e e e e s eae e eeeeeeeesseseereereeeeeeesas 15



vii

2.3 LeS Peptides Bt PrOtEINES ......cviiieiiecie ittt re e esteenaeanaenreas 18
2.3. 1 DEFINITION ..ot bbb 18
2.3.2  Les peptides SUPEINEIICES ........coiiiiiieeee e e 20
2.3.3  MELhOdES de SYNTNESE.......cuiiieiieeie et sne s 22

CHAPITRE3 DEMARCHE DU TRAVAIL DE RECHERCHE ET ORGANISATION
GENERALE DU DOCUMENT ..ottt e e e e e et eeeae et e s e e aeer e e eeere s an e, 26

CHAPITRE4 ARTICLE 1: ADEQUATE REDUCING CONDITIONS ENABLE
CONJUGATION OF OXIDIZED PEPTIDES TO POLYMER BY ONE POT THIOL CLICK

L85 10 0 S0 102 /P 29
4.1 Présentation de I’artiCle .......c.uiiiiii i 29
4.2 ENtéte de PartiCle .....oiiuiiiiiiee e 29
B.3  ADSIFACE ...ttt n e 30
N (=411 ] (0 PSS PSUSRS 30
4.5 INEFOAUCTION ..ottt 30
4.6  RESUIS aNd QISCUSSTON....c.uiiiiiiiiiiiieiteite sttt sttt 35

4.6.1 Compatibility of in situ reduction with thiol-disulfide interchange and thiol
AIKYIALION. ..o et nre e reares 35

4.6.2 Competitive reactions between reducing agents and dextran-vinyl sulfone.............. 39

4.6.3 Optimization of one-pot thiol conjugation of oxidized K5 peptides with dextran-

VINYE SUITONE ...t be e te e e s be e e s e e sreenreanes 44
A7 CONCIUSTON ...ttt ettt ettt e s e b e bt e st e sbe e beeneesbeenbeeneenreas 49
4.8  EXPErimental PrOCEAUIES. ......c.uiiiiiiiriirieiie sttt bbb 49

00 R |V =1 (=] 4 - 1SS 49

4.8.2 Biomolecule and bioconjugate synthesis, purification and characterization ............. 50

4.8.3 Thiol-Reactive Surface Preparation ...........ccccveiieiieeiie e 51



viii

4.8.4 K5 Conjugation and CharacCterization ............ccevveveeiieeiesieseese e e e see e e 52
4.8.5 NMR ANGIYSIS. ..ottt ettt e e nre e anes 52
4.8.6 Thiol and reductant qUaNTITICATION ...........ccooiiiiieiii e 53
4.8.7 Data TreatMeNT.......ccoiiiiiiiiiie i 53
4.9  ACKNOWIEUGMENTS .....cviiiiiiiecie ettt sttt e esre e re e e e sraenteenaenneas 53
A.10  RETEIENCES ...ttt bbbttt b e bbbt 53

CHAPITRE5 UNE NOUVELLE REACTION DE GREFFAGE, LA CYCLOADDITION

AZIDE/ALCYNE ...ttt ettt bbbttt b e b e et et e naenbenbenreans 60
5.1 DEXIIANE-AICYNE ....o.eeeieeeiecee ettt ettt e e e re e nres 60
5.2 Mise au point de la réaction azide/alCyNe ..........cccoeireieiiiniiee e, 62
5.3  Dextrane-RGD et Dextrane-KCoil..........cccooiiiiiiiiiiiieee e 65

CHAPITRE 6 LES HYDROGELS........c.oooi e 66
6.1  Fabrication et caractérisation des hydrogels ..........ccoceviveiiiieii e 66
6.2 AdhESION deS CEHUIES ......c.eiviiiiiie e 68
6.3 Prolifération des HUVECS €N SUITACE..........eoiiiiiiiiieieseee e, 71
6.4  Pénétration et prolifération des HUVECsS a I’intérieur du gel ..........ccovvvieiiiincncnne, 73

6.4.1 Mise au point d’une technique d hiStolOgIe ...........cceivviiiiiiiiiiii i 73
6.4.2 Perforation de 12 SUMACE..........coeiiiiiieee e 75
6.4.3 Retour en arriere - formulation du gel..........ccoceiiiiniiiiini e 77

CHAPITRE 7  DISCUSSION GENERALE .......ocveviveeeeiereeeeeereeeeeeees e isnes s, 79

CHAPITRE8 CONCLUSION ET RECOMMENDATIONS.......ccoiiiiiieieieeeeeeese e 81

BIBLIOGRAPHIE ...ttt ettt e e nbeenneas 82

ANNEXES .ttt n e 94



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 2-1 : Principales applications des hydrogels, exemples de matériaux utilisés et détails de

0] 0] FTor- 4 o] SRRSO 9

Table 4-1: Relative peptide density obtained after incubating the K5 peptide in PBS or PBS
supplemented with 100 pM TCEP on vinyl sulfone, maleimide and pyridyldithiol-

derivatized surfaces and on unreactive control surfaces, as monitored by ELISA. ............... 37



LISTE DES FIGURES
Figure 2-1: Représentation schématique du deXrane ...........ccccveveiierecieesieese e 8
Figure 2-2 : Schéma de la cycloaddition alcyne/azide avec et sans catalyse au cuivre (1) ............ 15
Figure 2-3 : Schéma des réactions classiques de chimie thiol-ClicK .............ccccooeiniiiiiiiince, 16
Figure 2-4 : Produits d’oxydation du groupement thiol............cccceriiiiiiiiiiiene e 17

Figure 2-5 : Réaction de condensation entre un acide carboxylique et une amine a l'origine de la

formation d'un len PEPLIAIQUE.......cceeivieieieece et 18

Figure 2-6 : Représentation schématique de structures secondaires courantes : les feuillets B en
bleu a gauche, une hélice o en rouge a droite. Image adaptée de Creative Commons

ALFIDULION 4.0 INTEINALIONAL. ...t ee e 19

Figure 2-7 : Représentation schématique de I'hétérodimére Kcoil/Ecoil (image de la thése de

Nesring Riahi 2017 [113]) .eecieieiieiieie ettt sreesre e e reenne e 22
Figure 2-8 : Principales étapes d'une synthése de peptide en phase solide ou SPPS...................... 24
Figure 2-9 : Structure de I'acide aminé non-naturel azido-homoalanine ............c.ccccooevviiiinenne, 25

Figure 4-1 : Reaction schemes of one-pot thiol chemistry for the grafting of the K5 peptide (Rz-
SH) to dextran (R1) in presence of reducing agents. (A) Reactions between the K5 peptide
and dextran modified with vinyl sulfone and maleimide moieties for thiol-alkylation or with
pyridyldithiol moieties for thiol-disulfide interchange. (B) Mechanism of oxidized K5
peptide reduction by a phosphine, tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), or by thiol-
containing reductants, dithiothreitol (DTT) and B-mercaptoethanol (BME). .........cc.cccovenee. 34

Figure 4-2 : Grafting of oxidized K5 peptide in PBS (10 mM, pH 7.4) co-incubated with reducing
agents on (A) vinyl sulfone, (B) maleimide and (C) pyridyldithiol-derivatized dextran

surfaces, as monitored by ELISA. The lines are guides for the eyes only.........c..ccceeveenneee. 36

Figure 4-3 : Influence of peptide and TCEP concentration on the grafting of oxidized K5 peptide
in PBS (10 mM, pH 7.4), on vinyl sulfone-derivatized dextran surfaces, as monitored by
ELISA. The data are relative to the ELISA signal obtained for 1 uM of K5 co-incubated
with 100 uM of TCEP. The lines are guides for the eyes only........c.cccccoveiiiiiii e, 41



Xi

Figure 4-4 : 1H NMR spectroscopy of vinyl sulfone-derivatized dextran incubated for 6 or 24
hours with (A) TCEP, (B) DTT and (C) BME at 0.1 and 50 mM. H atoms of interest are
highlighted on the schematic compounds on the right. % values in insets are NMR areas
under curve divided by the number of equivalent H atoms, relative to dextran saccharide

units (calculated from area under curve of the H atoms labelled “C”). ....cccccvevvvveieereiinnnn, 42

Figure 4-5. Grafting of K5 peptides on dextran-VS in presence or absence of 100 uM TCEP in
various buffers — Phosphate, HEPES, Tris and Borate Buffered Saline — as monitored by

Figure 4-6. Kinetics of (A) K5 conjugation to dextran-VS in 10 mM PBS, pH 7.4, with or
without 100 uM TCEP, and kinetics of (B) TCEP oxidation in test tubes or in dextran-VS-
modified well plates, with or without 1 uM K5. Monitoring was performed by ELISA and
by reduction of Ellman’s reagent, respectively. The red dashed lines are guides for the eye

only whereas the black dashed lines are linear fits. ...........cccovveviiiiiciie e 46

Figure 5-1 : Spectroscopie RMN du proton H du dextrane-GPE aprés réaction du dextrane avec
Immol, 10mmol ou 30mmol de GPE. Les protons H d’intéréts sont colorés en rouge

(alcyne) ou en vert (quantification du dextrane total) ...........c.cccocoveiveiiiiccie e, 61

Figure 5-2 : Spectroscopie RMN du proton *H du produit de la réaction dextrane-GPE et PEG-
N3. Les hydrogénes d'intérét ont été colorés. Le spectre avant réaction est identique aux
spectres de 1a figure PréCEABNTE ........c.oi i 64

Figure 6-1 : Schéma de la stratégie utilisée pour former les hydrogels fonctionnalisés................ 66

Figure 6-2 : Taux de gonflement d'hydrogels non fonctionnalisés avec ou sans sel ajouté dans la
formulation, dans de I'eau MilliQ ou du PBS. Les colonnes grises marquées d’un (#) sont les
résultats reportés dans Riahi et al [116]. *** signifie une p value < 0,005 selon un test de
(010 (=T | TSRS PTURRT 67

Figure 6-3 : Niveaux d'adhésion mesurés par un test WST-1 des HUVECSs sur des hydrogels
contenant 0,1% a 10% de VS-RGD ou de AHA-RGD. Les pentes sont calculées a partir de

valeurs mesurées toutes les 30 minutes pendant 2 NEUIES. ..o 69



Xii

Figure 6-4 : Photographies des surfaces des hydrogels au microscope (grossissement 10x) apres
3h d'adhésion (80000 cellules/puits) et avant ringage. Le gel (A) contient 1% de dextrane-
AHA-RGD alors que le gel (B) ne contient pas de RGD...........cccoceieiiiinininince 70

Figure 6-5 : Prolifération des HUVECSs sur des hydrogels de dextrane fonctionnalisés mesurée
par des tests au WST-1 a jour 0 (JO), jour 3 (J3) et jour (J7). Les pentes sont calculées a
partir de valeurs mesurées toutes les 30 minutes pendant 2heures. ..........cccovereiieieinene. 72

Figure 6-6 : Photographies des surfaces des hydrogels au microscope (grossissement 10X). La
photo (A) a été prise au 4¢éme jour, la photo (B) le 7éme jour. Les barres d’échelle

correspondent a une distance de LOOIM. .......ooieiiiieiee e 73

Figure 6-7 : Photographies au microscope classique de tranches de gel. Les plaques ont été
préparées : (A) par la méthode classique, (B) avec 1'utilisation d'un morceau d’adhésif. Les
cellules ont été marquées avec de la fluorescéine. La fleche rouge pointe la surface du gel, la

barre d’échelle blanche correspond @ 0,5MML. ........cccccveiiiiiiiiii i 74

Figure 6-8 : Photographie au microscope électronique a balayage de la surface d'un hydrogel de

dextrane apres rincage et lyophilisation (grossissement 30X) .......cccccoveverereneseseereerieseens 75

Figure 6-9 : Photographies prises au microscope électronique a balayage (grossissement 60X)
d'’hydrogels sur lesquels des cristaux de NaCl ont été déposés apres 6 ou 10 minutes de
gélification. La fleche rouge indique la direction de la surface du gel sur les photos des

EE AN GBS . .ttt nnnnn 76

Figure 6-10 : Photographies prises au microscope électronique a balayage (grossissement 30X)
d'un hydrogel contenant 33% m/m totale de dextrane de bicarbonate de potassium et 10%

m/m totale de dextrane de NACH. .....coooooiii e 78



LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS
ADN — Acide désoxyribonucléique
AHA — Azido-homoalanine
BME - -mercaptoéthanol
BSA — Albumine de sérum bovin (Bovin Serum Albumine)
CMD - Dextrane carboxyméthylé (Carboxymethylated dextran)
CO, — Dioxyde de carbone
Cu - Cuivre
D20 — Eau deutéree
Dextrane-GPE — Dextrane modifié par du glycidyl propargyl éther
DMSO - Diméthylsulfoxyde
DTNB - Acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique ou réactif d’Ellman
DTT - Dithiothréitol
DVS - Divinylsulfone
EDC - 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
EDTA — Acide éthylénediaminetétraacétique

EGF — Facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor)

ELISA — Méthode immuno-enzymatique (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EMCH — N-(e-maleimidocaproic acid) hydrazide
EPFL — Ecole polytechnique fédérale de Lausanne

FBS — Sérum de voeu fétal (Fetal Bovine Serum)

Xiii

FDA — Administration américaine des denrées alimentaires et médicaments (Food and Drug

Administration)

GPE — Glycidyl Propargyl Ether



Xiv

H>SO4 — Acide sulfurique

HCI — Acide chlorhydrique

HEK — Cellules humaines embryonnaires de rein (Human Embryonnic Kidney)
HEPES — acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

HUVECs — cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (Human umbilical vein

endothelial cell)
KCI — Chlorure de potassium
KHCOs — Bicarbonate de potassium

LC-MS — Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (Liquid

Chromatography — Mass spectrosmetry)

MEB — Microscope électronique a balayage

MQ — Milli-Q (grade de pureté de I’eau)

NaAsc — Sodium Ascorbate

NaCl — Chlorure de sodium

NaH2PO4 — Dihydrogénophosphate de sodium

NaOH — Hydroxyde de sodium

NCL - Ligation chimique native (Native Chemical Ligation)
NHS — N-hydroxysuccinimide

OCT - composé de découpe a la température optimale (optimum cutting temperature)
PAAmM — Poly(allylamine)

PBS — Tampon phosphate salin (Phospore Buffer Saline)
PDPH — 3-(2-pyridyldithio)propionyl hydrazide

PEA — Poly(ethyl acrylate)

PEG - Polyéthyléne Glycol



XV

PHEMA - Poly(2-hydroxyethyl méthacrylate)

Ppm — Parties par millions

PVA — Poly(vinylalcool)

RFP — Protéine fluorescente rouge (Red fluorescent protein)

RGD — Nom du peptide composé des acides aminés R (Arginine), G (Glycine) et D (acide

aspartique)

RMN — Résonance magnétique nucléaire (NMR, Nuclear Magnetic Resonance)
SAP — Polymére super-absorbant (super absorbant polymer)

SLS — Synthése peptidique en solution

SPPS — Synthése peptidique sur support solide (Solid Phase Peptide Synthesis)
STMP — Sodium Trimétaphosphate

TCEP — Tris(2-carboxyethyl)phosphine

THPTA — Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine

UV — Ultraviolet

VEGF - Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (Vascular endothelial growth factor)
VS — Vinylsulfone

WST-1 — Réactif pour la quantification de la prolifération des cellules



XVi

LISTE DES ANNEXES

Annexe A — Protocole de preparation du dextrane-GPE.............ccccceviiiiiievi e 94

Annexe B — Protocole de la préparation du dextrane-Kcoil par cycloaddition azide-alcyne......... 96



CHAPITRE1l INTRODUCTION

1.1 Contexte

Le dysfonctionnement d’un organe ou la perte d’un tissu est I’un des problémes majeurs de santé
publique. Actuellement, aux Etats-Unis, plus de 110 000 personnes attendent la greffe d’un
organe vital alors que seulement une vingtaine de milliers de donneurs sont disponibles chaque
année. En 2017, 35 000 transplantations ont eu lieues dans ce pays [1]. En moyenne, cela
correspond, aux Etats-Unis seulement, & la mort de vingt personnes par jour pour ne pas avoir
recu une greffe a temps [1]. De plus, si une large majorité des adultes (> 90%) s’exprime en
faveur du don d’organes aux Etats-Unis, seulement la moitié d’entre eux s’inscrit réellement sur
les listes de donneurs. Pour cette raison, dans certains pays, comme en France, la loi applique un
principe de consentement présumé. Cela signifie que tous les Francais sont par défaut donneurs
d’organes sauf s’ils s’y opposent au cours de leur vie. Sachant que seulement 3 décés sur 1000
vont actuellement permettre le prélévement et la transplantation des organes, de telles mesures
favorisant I’inscription massive des habitants dans les listes de donneurs, sont cruciales pour

augmenter le nombre d’organes disponibles.

A ce manque de disponibilité des organes, s’ajoute le fort risque de rejet auquel sont confrontés
les patients. De telles greffes ou transplantations nécessitent la prise de lourds traitements
médicamenteux d’immunosuppression a vie. Ces traitements dispendieux ont de nombreux effets
secondaires indésirables : ils augmentent considérablement le risque d’infections des patients
ainsi que leur tendance a développer des tumeurs, favorisent le développement de diabéte ou
d’obesité et entrainent fréquemment une insuffisance rénale [2], [3]. Bien qu’étant une alternative
intéressante, les greffes d’organes artificiels sont elles aussi sujettes a de sérieuses limitations : en
particulier I’augmentation des risques d’infections et de thromboembolisme, et surtout la durée de
vie limitée du greffon qui oblige parfois a réopérer plusieurs fois le méme patient. 1l s’agit de
lourdes opérations chirurgicales qui vont considérablement diminuer le confort et le bien-étre du

patient.

Ainsi, un nouveau champ de recherche, a I’interface entre la biologie, la physique et les

matériaux, a fait son apparition dans les années 1980 : le génie tissulaire. Le principe est



d’appliquer les méthodes de 1’ingénierie a la science du vivant afin de créer des substituts
biologiques pour restaurer, maintenir ou améliorer les tissus des patients [4]. L’objectif est d’aller
vers une médecine plus personnalisée pour répondre aux besoins de chaque patient et idéalement
de reconstruire ses tissus ou organes a partir de ses propres cellules pour s’affranchir des
traitements immunosuppresseurs. Plusieurs stratégies sont actuellement envisagees : (1) supporter
la guérison naturelle des tissues en utilisant une simple matrice support pour que les cellules
puissent recoloniser le site et se restructurer correctement, (2) injecter des cellules sous forme de
solution au patient pour stimuler la régéenération notamment dans les zones peu vascularisees, ou
enfin (3) administrer des tissues ou organes préformés en laboratoire, c’est-a-dire des cellules a

I’intérieur de matrices. Cette derniére solution est la plus fréqguemment envisagée.

Pour servir de support aux cellules, les hydrogels sont de parfaits candidats car ils sont
structurellement similaires a la matrice extracellulaire [5]. Cette matrice est le support biologique
naturel des cellules. Composée de protéoglycanes, de collagéne et d’élastine, elle fournit un
soutien mécanique aux cellules tout en leur présentant les protéines et facteurs de croissance
nécessaires a la création, a I’expansion et au maintien de nouveaux tissus. La recherche sur les
hydrogels a donc pour objectif de reproduire au mieux cette matrice. L’hydrogel doit présenter un
certain nombre de caractéristiques : supporter 1’attachement des cellules, étre suffisamment
poreux pour permettre la migration des cellules et la diffusion de molécules (déchets cellulaires,
nutriments, etc.) et faciliter I’organisation et la différenciation vers une structure biomimétique
hautement ordonnée. Idéalement, il stimule également la réparation du tissu et I’intégration de la

greffe au reste du corps par la présence de molécules bioactives.

Polymeres naturels présents dans de trés nombreux processus du vivant, les polysaccharides
forment une famille intéressante de polymeres pour les applications en génie tissulaire. lls sont
hautement biocompatibles, biodégradables et facilement modifiables chimiquement [6], [7].
Parmi eux, le dextrane attire particulierement 1’attention des chercheurs car il possede des
propriétés répulsives et empéche ainsi 1’absorption de protéines ou 1’adhésion des cellules [8].
Cette particularité permet de créer un environnement controlé et ainsi de réguler précisément les

interactions entre le gel et les cellules par I’intermédiaire de biomolécules immobilisées [9].

De plus, I’incorporation de peptides ou de protéines dans les hydrogels permet d’améliorer leurs

performances. Les facteurs de croissances, en particulier, jouent un réle clé dans la signalisation



cellulaire et vont ainsi améliorer la régénération des tissus en recrutant certains types de cellules,
stimulant leur prolifération, et guidant la différenciation cellulaire. Entre autre, le facteur de
croissance VEGF (Vascular endothelial growth factor) va supporter 1’activité d’angiogénése et
favoriser la vascularisation primordiale du greffon et par conséquent sa survie [10]. Immobiliser
les facteurs de croissances sur les hydrogels présente plusieurs avantages. Cela permet d’obtenir
une activité prolongée des facteurs de croissances en contrélant la relache, la diffusion et
I’élimination dans le temps. De plus, I’activité est localisée évitant ainsi des effets indésirables
dans d’autres tissus (une concentration inapproprié d’un facteur de croissance peut étre toxique

pour certains types de cellules, voire provoquer une réaction tumorale) [10].

Cependant, I’immobilisation de ces facteurs de croissance est une étape délicate. Pour qu’ils
restent bioactifs, ils faut conserver leur structure et correctement les orienter [11]. De plus, ces
protéines sont des macromolécules fragiles et difficilement produites ce qui limite financiérement
leur utilisation. L’utilisation d’un couple de peptide Kcoil/Ecoil qui joue le réle a la fois d’un
espaceur entre le dextrane et la protéine et d’un orienteur, va considérablement faciliter leur
attachement sur le polymere tout en préservant leur bioactivité [12]. Méme si le greffage d’un
peptide est plus abordable, il n’en reste pas moins une étape délicate qui demande beaucoup de

précautions.

1.2 Problématique

L’enjeu de ce projet de recherche est de s’inspirer de la matrice extracellulaire pour recréer en
laboratoire un environnement propice a la culture cellulaire. L hydrogel doit donc posséder des
propriétés physiques, mécaniques et biologiques semblables, tout en présentant a sa surface un
cocktail de facteurs de croissances. Or, en fonction des cellules utilisées, les facteurs de
croissance nécessaires a leur bon développement vont differer. Il serait donc particulierement
intéressant de créer un hydrogel modulable, ou le cocktail de facteurs de croissance présentés
pourrait étre facilement modifié. L’utilisation du couple Ecoil/Kcoil permet de répondre
efficacement a cette demande grace a 1’existence d’une bibliotheque existante de facteurs de

croissance couplés au peptide Ecoil par génie génétique.



1.3 Objectifs

L’objectif général de mon projet était de générer un hydrogel facilement adaptable a la culture de
plusieurs types de cellules nécessitant un support solide pour proliférer. L’hydrogel devait aussi
permettre la délivrance controlée de facteurs de croissances indispensables & la survie et a la

différenciation cellulaire.
Mon projet a été divisé en trois sous-objectifs :

- attacher de fagon covalente et efficiente le peptide Kcoil sur un polymere (le dextrane)

en contournant le probléme d’oxydation causée par I’homodimérisation des peptides;

- obtenir un hydrogel poreux, solide et facilement manipulable dans lequel les cellules

adherent et proliféerent dans un milieu complet;

- démontrer I’adaptabilit¢ de 1’hydrogel et sa capacité a présenter aux cellules des

facteurs de croissances bioactifs.



CHAPITRE2 REVUE CRITIQUE DE LA LITTERATURE
2.1 Les hydrogels

2.1.1 Définition

Les hydrogels sont apparus pour la premiere fois dans les années 1960 lorsque Wichterle et ses
collaborateurs ont reporté dans la littérature la formation d’un gel transparent obtenu a base de
poly(2-hydroxyethyl méthacrylate) ou PHEMA. lls développaient ce gel pour produire des
lentilles de contact [13]. Depuis, le nombre d’hydrogels reportés dans la littérature ne cesse
d’augmenter et les applications se multiplient et se diversifient. On retrouve aujourd’hui les
hydrogels dans de nombreuses applications comme les lentilles de contact, les biosenseurs, les
biomembranes, certains produits d’hygiéne ou encore pour la délivrance de médicaments et de
protéines [14]-[16].

Un hydrogel est défini comme un réseau tridimensionnel formé par des macromolécules ou des
chaines polymériques hydrophiles reliées entre elles au niveau de points de réticulation. La
structure finale est capable d’absorber de grandes quantités d’eau ou de solutions aqueuses telles
que des fluides biologiques (jusqu’a 1000 fois son poids sec) tout en restant insoluble [16]-[18].

Le produit final est mou, gorgé d’eau et présente une forte similarité avec les tissus cellulaires.

La grande diversité des hydrogels existants et la possibilité de les altérer pour modifier leurs
propriétés physico-chimiques font des hydrogels un produit de choix pour la recherche qui peut
étre adapté aux besoins de chaque projet. Par exemple, certains hydrogels sont biocompatibles,
biodégradables ou biorésorbables. D’autres sont sensibles a 1’environnement physiologique ou
biologique dans lequel ils se trouvent. Ces derniers, surnommés hydrogels «a réponse », se
transforment par exemple en fonction du pH, de la température, de la force ionique, de la nature
du fluide, ou des radiations électromagnétiques de leur environnement [19]-[23]. Pour travailler
sur les hydrogels, il est donc important de bien comprendre tous les facteurs influengant les
propriétés physiques, mecaniques, chimiques et biologiques des hydrogels afin de choisir le

matériau avec précaution.



2.1.2 Classification des différents hydrogels

Un hydrogel peut théoriquement étre formé a partir de n’importe quelle macromolécule
suffisamment hydrophile. On retrouve donc une trés grande variété d’hydrogels aux propriétés
tout aussi variées [16]. Plusieurs parameétres contribuent a la structure et a ses propriétés et vont
ainsi permettre de classifier les hydrogels en différentes catégories :

1) Naturel ou synthétique

La molécule ou polymere de départ peut étre d’origine naturelle ou synthétique. C’est un des
choix important a faire lors du design d’un nouvel hydrogel, en particulier lorsqu’il est destiné a

des applications industrielles.

D’un c6té, on retrouve les molécules synthétiques telles que le PEG (polyéthyléne glycol), le
PVA (alcool de polyvinyle) ou le PEO (oxyde de polyéthylene) [24]. Elles permettent de
contrdler plus facilement les propriétés de I’hydrogel final, d’augmenter la reproductibilité d’un

lot & I’autre et surtout facilitent une montée en échelle dans la production.

De I’autre coté, les molécules naturelles telles que le collageéne, la fibrine, I’acide hyaluronique,
la gélatine, 1’agarose ou 1’alginate, sont trés abondantes, variées et souvent moins chéres que
leurs concurrentes synthétiques. Cependant, la variabilit¢ d’un lot a I’autre est moins bien
controlée. La structure de ces hydrogels est tres similaire a celle de la matrice extracellulaire, ce
qui fait d’eux des matériaux trés prometteurs pour des applications biomédicales. Leur principal
avantage repose sur le fait que grand nombre de ces hydrogels est déja été utiliseé dans
I’alimentation ou dans le secteur pharmaceutique. Ils sont donc déja reconnus par la FDA (« Food
and drug administration »), Santé Canada ou 1’Agence européenne des médicaments (EMA,
« European medicines agency ») comme étant biocompatibles et non toxiques dans les
utilisations sur les humains, ce qui les rend particulierement attractifs pour le développement de

nouvelles applications biomédicales [25]-[27].
2) Homopolymeére, hétéropolymeére ou copolymeére

Le gel peut étre réalisé a partir d’un seul ou de plusieurs polymeéres. Dans le cas ou le gel est
composé d’un seul polymere, on parle d’homopolymeére lorsque celui-ci est composé d’une seule

unité répétitive ou de copolymere lorsque le polymére est obtenu a partir d’au moins deux types



d’unités répétitives. Le gel peut aussi étre composé a partir de plusieurs polyméres melangés

entre eux avant la réticulation, on parlera alors plutdt d’hétéropolymeres [28].

L’intérét de mélanger plusieurs polymeéres est d’obtenir des propriétés physico-chimiques

intermédiaires par rapport a celles des homopolymeres correspondants.
3) Anionique, cationique, neutre ou ampholytique

Le polymeére de départ peut étre neutre, anionique, cationique ou ampholytique (c’est-a-dire
posseder des charges négatives et positives simultanément). Ces charges vont grandement
influencer le comportement de 1’hydrogel en solution, en particulier sa sensibilité¢ aux solutions
ioniques [29]-[31]. Elles permettent par exemple d’obtenir des hydrogels avec un potentiel
électrique local. On peut méme envisager d’utiliser ces charges pour effectuer une réticulation
physique du polymére et ainsi obtenir un hydrogel qui se solidifie en fonction de la composition

ionigue de son environnement.
4) Chimique ou physique

La réticulation des chaines polymériques peut étre chimique ou physique. Une réticulation
chimique signifie que les chaines sont reliées entre elles par des liaisons covalentes. On parle
alors de caractére « permanent » des nceuds de réticulation. Ces hydrogels ne sont donc pas ou
peu dépendants des facteurs extérieurs. Contrairement aux gels dits chimiques, les gels physiques
présentent des nceuds de réticulation non permanents. Il s’agit d’interactions réversibles
comme par exemple les interactions coulombiennes, de Van der Waals ou les liaisons hydrogéne.
Selon les conditions extérieures (pH, température...), le gel va donc pouvoir passer de 1’état de
solution a I’état de solide, et vice-versa, et ce, indéfiniment [32]. La densité et la force des nceuds
de réticulation vont influencer les propriétés de gonflement de I’hydrogel, ainsi que sa réponse a
I’environnement dans le cas des hydrogels physiques [21], [23]. Ainsi un hydrogel trés réticulé

aura généralement un taux de gonflement plus faible qu’un méme hydrogel faiblement réticulé.

2.1.3 Le dextrane

Parmi la multitude d’hydrogels existants, nous avons choisi de travailler sur le dextrane,

polymeére ramifié de dextrose (Figure 2-1). Polysaccharide naturel qui peut également étre



synthetisé, il se caractérise par la simplicité de son monomeére : une unité glucopyranose ne
possedant que des groupements alcools. Les monomeéres sont reliés entre eux principalement par
des liaisons de type a-1,6 avec un faible pourcentage de liaisons a-1,2, a-1,3 et a-1,4 [6], [25], [33],
[34].

Lien a-1,6
HO O

OH
o

HO %
\ HO
OH

Lien a-1,3 n

Figure 2-1: Représentation schématique du dextrane

La multitude des groupements alcools présents sur le monomeére permet de mettre en place une
chimie simple pour modifier, fonctionnaliser ou réticuler chimiquement les chaines de dextrane.
De plus, le groupement —OH peut facilement étre utilisé dans des réticulations physiques. Enfin
le dextrane est fortement biocompatible puisqu’il est obtenu a partir de I’action enzymatique de
bactéries sur le saccharose, et peut étre dégradé dans le corps humain par des enzymes, les
dextranases, présentes au niveau de I’estomac, du foie, de la rate et du colon [33], [35]. Il est
commercialisé sous différents poids moléculaires et avec différents degrés de ramification. 1l est
déja utilisé depuis une cinquantaine d’années dans différentes applications cliniques comme

I’expansion du volume plasmatique.

Enfin, notre choix s’est porté sur le dextrane car il est résistant a I’adsorption des protéines et a
I’adhésion des cellules [8]. Il est donc un excellent candidat pour la réalisation d’un échafaudage
cellulaire ou les interactions cellules/échafaudages sont contrdlées avec précision par la présence

de peptides d’adhésion et de facteurs de croissance.



2.1.4 Principales applications biomédicales

Les hydrogels sont des structures fortement hydratées qui s’apparentent aux tissus vivants
naturels. Cette ressemblance les rend particulierement attractifs pour un grand nombre
d’applications biomédicales [14], [15]. Ils peuvent étre produits sous de nombreuses
formes allant des micros ou nanosphéres a des hydrogels ou échafaudages cellulaires
macroscopiques. En fonction de 1’utilisation souhaitée, le choix de I’hydrogel doit étre réalisé
avec soin en tenant compte des proprietés physiques du gel (propriétés meécaniques, de
dégradation et de gélification), de ses propriétés de transfert de masse et de ses propriétés
biologiques (adhésion des cellules, signalisation, etc.) [36]. Pour étre utilisé dans la recherche en
biomédical, I’hydrogel doit étre biocompatible. De plus, la porosité va jouer un rdle crucial sur
son comportement. 1l est donc important de maitriser plusieurs parametres tels que la taille des

pores et leur interconnectivité.

On retrouve actuellement les hydrogels dans de nombreuses applications présentées dans le
tableau suivant (Tableau 2-1).

Tableau 2-1 : Principales applications des hydrogels, exemples de matériaux utilisés et détails de

I'application

Applications | Exemples de matériaux Explications

Lentilles de | PHEMA [13] Application historique des hydrogels puisque le
contact premier hydrogel fut reporté dans la littérature a cette
fin, les lentilles de contacts non-rigides (ou molles)
utilisent encore aujourd’hui les hydrogels, presque 60
ans plus tard. L hydrogel optimal doit regrouper les
caractéristiques  suivantes: étre perméable a
I’oxygene, éviter le dépdt de protéines, Etre
confortable et léger, respecter les normes d’hygiéne

et posséder de bonnes propriétés optiques.

Pansement | Granugel® (Pectine, Les hydrogels permettent de maintenir un
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carboxymethylcellulose et
propylene glycol) [37].
Intrasite Gel®
(carboxymethylcellulose
et propylene glycol
modifie) [38].

environnement hydraté qui accélere le processus de
guérison dans le cas des blessures profondes. lls
peuvent absorber et retenir 1’exsudat et les toxines et
isoler les plaies des bactéries extérieures [39]. lls

peuvent également étre combinés avec des

traitements  contre les infections ou la

revascularisation des tissus [40], [41].

Produits SAP (« Super absorbant | Les principaux hydrogels utilisés dans 1’hygiéne sont
d’hygiéne products »), a base les gels super absorbants. On les retrouve par
d’acrylamide ou exemple dans les protections féminines et les
d’acrylate. Utilisés pour la | couches. Pratiques et confortables car ils sont jetables
premiére fois dans les et retiennent efficacement les liquides. Le
couches en 1982 par développement industriel de ces produits a connu un
Unicharm au Japon [42]. | essor important au cours des dernieres décennies avec
un impact économique considérable. Aujourd’hui,
face a la quantité considérable de déchets produits
(un enfant utilise en moyenne 6 couches par jour
jusqu’a I’age de 30 mois, créant plus de 1000 m3 de
déchets par an) des solutions plus écologiques sont
activement recherchées [43].
Livraison de | Cervidil® depuis 1995 | La  structure  poreuse des hydrogels est
molécules (polyethylene particuliérement intéressante pour la livraison de
bioactives oxide/urethane) [44]. molécules bioactives car elle permet un chargement

et une delivrance contr6lée des molécules dans le
corps. Cela permet d’obtenir une forte concentration
locale de la molécule bioactive pendant une longue
période de temps contrairement aux médicaments

administrés par voie orale ou par pigdre. De plus, des
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molécules thérapeutiques plus fragiles comme de
I’ADN thérapeutique ne supportent pas une
administration orale par exemple. La molécule peut
étre relachée selon plusieurs mécanismes: la
diffusion contr6lée, un gonflement controle, une
réponse environnementale du gel, une chimie
contrélée ou enfin une dégradation du gel contrblée
[19], [34], [45], [46].

Revétement
des implants

ou protheses

Dextrane [47]

Les hydrogels sont utilisés pour remplir les espaces
lors d’opérations chirurgicales. Ils agissent comme
une glue biologique et permettent d’isoler et
d’empécher un contact direct entre les implants et les
tissus environnants. lls favorisent ainsi une meilleure
intégration des implants ou prothéses dans le corps en
¢vitant la formation d’une capsule fibrotique. Pour
augmenter leur efficacité, ils peuvent étre combinés
avec des antibiotiques, des molécules actives
favorisant I’angiogenese ou limitant la réponse

immunitaire [47]-[52].

Remplissage
ou transport
de cellules

et tissus

Alginate [53]

Il s’agit d’une des applications les plus récentes des
hydrogels, souvent surnommé génie tissulaire. Les
hydrogels sont utilisés comme support poreux pour
I’adhésion et la croissance des cellules. Ils peuvent
étre un simple échafaudage ou incorporer des facteurs
biologiques qui vont guider et orienter la croissance
des cellules, on parle alors de biofonctionnalisation
[6], [24], [54]-[56]. L’objectif est de s’approcher au
maximum des conditions de croissance des cellules

dans leur milieu naturel pour améliorer la guérison de
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plaies. Ainsi, ils peuvent étre utilisés pour (i) livrer
des cellules ou des tissus préformés a des sites de
blessures ou (ii) pour remplir des espaces créés par
les opeérations chirurgicales, permettant ainsi aux
cellules de mieux recoloniser cette zone. En fonction
de [lapplication, deux stratégies peuvent Etre
envisagées : soit les cellules sont ensemencées sur les
gels poreux préfabriqués puis elles vont diffuser a
I’intérieur soit les cellules sont encapsulées pendant
le processus de gélification [56], [57]. Afin que les
cellules survivent a I’intérieur de I’hydrogel, celui-Ci
doit permettre une bonne circulation des nutriments
et des signaux intercellulaires ainsi qu’une

élimination efficace des déchets [58], [59].
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2.2 Techniques de bioconjugaison

Afin d’améliorer les performances des hydrogels dans certaines des applications vues
précédemment, les polymeres vont étre de plus en plus fréquemment décorés par des peptides ou
des protéines [17]. Au cours des derniéres décennies, deux champs distincts de recherche, la
chimie des matériaux et des polymeres d’un coté et la biologie du vivant et des protéines de
I’autre, se sont ainsi intimement combinés. On parle alors de matériaux bioconjugués ou
biofonctionnalisés. Les avantages de ces matériaux sont multiples : biocompatibilité accrue,
meilleure intégration dans le corps, meilleure dégradation, et surtout de bien meilleurs résultats

grace a une meilleure imitation des conditions naturelles.

Pour fonctionaliser les hydrogels, il existe différentes stratégies qui dépendent bien évidemment
de I’application souhaitée ainsi que de la fragilité et du nombre de peptides ou protéines utilisés
[60]. La fonctionnalisation peut avoir lieu une fois I’hydrogel formé ou avant, sur un polymére
encore non réticulé et peut étre de nature physique ou chimique. L’adsorption physique des
protéines une fois le produit formé permet généralement un recouvrement plus important de la
surface disponible. Cepandant la simple adsorption est souvent accompagnée d’une relache
brutale dés I’incorporation dans le corps. Pour un effet prolongé, qui permet une régulation du
comportement cellulaire dans le temps, une conjugaison chimique est souvent souhaitée. On
trouve ici encore de trés nombreuses solutions possibles & adapter a ces besoins, allant d’un
greffage non spécifique (irradiation au rayons gamma, traitement de surface au plasma, réaction
concernant des groupements trés fréquents tels les amines ou les alcools), a un greffage tres
spécifique et orienté (utilisation d’enzyme, de peptides d’affinités, réactions orthogonales apres
modifications chimiques ou utilisation d’acides aminés non naturels) [61]. Si un greffage
spécifique et orienté va diminuer grandement le nombre de peptides ou de protéines immobilisés
a la surface du polymére, il augmente en revanche leur bioactivité. En effet, le greffage chimique
est une étape trés délicate si on ne veut altérer ni la forme ni la fonction de la molécule [62]. Pour
cette raison, on choisit parfois d’utiliser des intermédiaires peptidiques courts et facilement
produits lorsque 1’on souhaite immobiliser des protéines complexes et tres chéres comme des
facteurs de croissance. Deux types de réactions ont été utilisées dans ces travaux et sont donc

détaillées dans la suite de cette revue.
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2.2.1 Chimie click

2.2.1.1 Description

Les réactions de cycloadditions de Huigsen forment un ensemble de réactions particulierement
intéressantes pour la bioconjugaison car elles sont efficaces pour une vaste gamme de conditions.
Rapides, avec de hauts rendements dans des conditions douces (pH neutre, température
ambiante), elles sont bioorthogonales, c’est-a-dire que les réactifs ne réagissent qu’entre eux et
pas avec les autres groupements disponibles dans leur environnement. Elles permettent ainsi un
attachement contr6lé, orienté et reproductible de la protéine [63], [64]. Pour ces raisons, on les
surnomme fréquemment réactions de « chimie click », image représentant deux réactifs qui se

clipsent rapidement 1’un a I’autre.

Parmi ces réactions de cycloaddition, une est particulierement utilisée : il s’agit de la réaction
entre un alcyne et un azide qui meéne a la formation d’un triazole. Cette réaction se déroulait
originalement a des températures tres élevées et donnait un mélange d’isomeres 1,4 et 1,5 (Figure
2-2). Puis Rostovtsev et ses collaborateurs ont découvert que du cuivre (I) permettait de catalyser
la réaction a température ambiante et d’obtenir sélectivement le régioisomere 1,4 avec un
processus excessivement simple pour des rendements tres élevés (Figure 2-2) [65]. Les sources
de Cuivre (I) possibles sont nombreuses mais la solution la plus utilisée est de réduire in situ des
ions de cuivre (Il) avec des réducteurs tels que 1’acide ascorbique ou le sodium ascorbate. La
réaction se compléte alors entre 6 et 36 heures et peut se dérouler dans de nombreux solvants,
comme 1’ethanol ou I’eau. De plus elle résiste a des valeurs de pH entre 4 et 12, ce qui la rend

extrémement robuste et fiable d’ou I’engouement qu’elle suscite [65]-[71].
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Figure 2-2 : Schéma de la cycloaddition alcyne/azide avec et sans catalyse au cuivre (I)

2.2.1.2 Limites

Cependant cette réaction présente quelques limitations. Premiérement, elle utilise une catalyse au
cuivre () qui est cytotoxique. La réaction ne peut donc pas étre utilisée in vivo, et nécessite une
purification précise pour enlever toute trace de cuivre avant d’étre utilisée en médecine. Plusieurs
laboratoires travaillent actuellement sur des composés « activés » qui permettent de s’affranchir
de la catalyse au cuivre sans avoir a chauffer afin de réaliser cette cycloaddition in vivo [72]-[74].
Deuxiemement, aucun des groupements réactifs n’est présent naturellement sur les acides aminés,
il faut donc ajouter une étape supplémentaire de modification du peptide ou de la protéine. Or

cette étape peut se révéler tres compliquée et limitante dans le cas de protéines délicates.
2.2.2 « Thiol click »

2.2.2.1 Description

Une autre famille de réaction est trés largement utilisée en bioconjugaison : la chimie du thiol.
Parfois surnommeées chimie «thiol click » pour ses similarités avec les cycloadditions de
Huigsen, ces réactions sont également rapides, orthogonales et s’adaptent a une vaste gamme de
conditions [75]-[78]. Cette famille de réactions est particulierement intéressante car elle se base
sur la chimie du thiol, naturellement présent dans les cystéines. Or cet acide aminé est
suffisamment rare dans les protéines (< 3%) pour que le site de la réaction soit généralement
unique et controlé [79]. Chez les protéines ne contenant pas de cystéine, 1’ajout artificiel d’une
cystéine (par génie genétique) dans la chaine peptidique permet également d’obtenir un thiol

disponible pour la réaction de greffage. La cystéine est généralement insérée en bout de chaine,
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lors de la synthése du peptide, soit en N-terminal soit en C-terminal, ce qui permet d’orienter
facilement le greffage. Ces réactions présentent donc le considérable avantage d’utiliser des
protéines et peptides pouvant étre directement produits biologiquement car tous les acides aminés

sont naturels.

Plusieurs groupes sont connus pour réagir avec les thiols a pH neutre. On trouve deux grandes
catégories de réactions : d’une part les réactions entre les thiols et les alcénes, d’autre part les
échanges au sein de ponts disulfures. La premiére, aussi appelée alkylation du thiol ou addition
de Michael, méne a des composés généralement plus stables car elle est irreversible

contrairement a la deuxieme, réversible en présence de nouveaux thiols (Figure 2-3) [77].

Alkylation R’ R

du thiol + R’—SH N\

N\ s,
RZ
R'—

Echange S-S R'— HS

de pont Rz 4 Ri—SH —> S-S + \_R2
disulfure \

R3

Figure 2-3 : Schéma des réactions classiques de chimie thiol-click

2.2.2.2 Limites

Cependant un des principaux problémes de cette stratégie est I’oxydation inévitable de la fonction
thiol dans I’air ou dans des solutions aqueuses. Elle peut avoir lieu soit de maniere réversible par
la formation de ponts disulfures, soit de maniere irréversible par la dégradation du composé en
acide sulfinique ou sulfonique (Figure 2-4, [80]). Pour cette raison, les peptides contenant des
thiols doivent étre manipulés et stockés avec précaution pour obtenir des résultats optimaux lors
des réactions de greffages. Pour les plus enclins a I’oxydation, cela peut aller jusqu’a de lourdes
procédures et I’utilisation d’équipements spécialisés comme des solutions dégazées et des
atmospheéres inertes (chambres anaérobiques). Il est généralement recommandé de les stocker

sous forme lyophilisée sous argon a -80°C et d’éviter le plus possible les cycles de
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congélations/décongelations. Toutes ces précautions alourdissent considérablement le travail des
chercheurs surtout dans les phases de recherche préliminaires ou les travaux sont effectués a de
nombreuses reprises avec de petites quantités de peptides thiolés.

R Ox R
AN
1 ) SH — ¥S—S—\
R
o o]
R Ox n Ox R i
0]
acide sulfinique acide sulfonique

Figure 2-4 : Produits d’oxydation du groupement thiol

Malgré toutes les précautions, une oxydation est inévitable. Pour continuer & utiliser ces
composés tout en maximisant les rendements de greffage, plusieurs stratégies de réduction des
thiols ont été développées. La plus communément utilisée consiste a incuber le peptide ou la
protéine dans une solution concentrée en agent réducteur contenant un sulfhydre comme le
dithiothreitol (DTT) ou le B-mercaptoethanol (BME) puis de retirer 1’excés de réducteurs par
dyalise ou par chromatographie d’exclusion par la taille avant la conjugaison. Récemment de
nouveaux compos€s réducteurs, des phosphines solubles dans I’eau, ont suscit€¢ un intérét
grandissant dans la réduction des ponts disulfures car ils facilitent les phases de purification avant
la conjugaison et sont particuliérement efficaces pour la réduction [60], [81], [82]. Le composé
phare de ces nouvelles molécules est le tris(2-carboxyethyl)phosphine ou TCEP. Pour les
peptides s’oxydant trés rapidement, ou pour des applications nécessitant un retrait plus précis du
TCEP des stratégies particuliéres ont été développées comme des gels d’agarose dans lesquels le
réducteur est immobilisé de facon covalente. Apres incubation en présence de ces billes
d’agarose, une simple centrifugation permet de récupérer la solution de notre peptide réduit sans
agent réducteur et sans résidus d’agarose (ref). En 2017, Zwyssig et al, ont développé une
approche similaire mais qui s’appuie sur des nanoparticules magnétiques de cobalt avec du TCEP
immobilis¢é a la surface. Cette approche minimise les pertes dues a l’absorption souvent
rencontrées avec les gels d’agaroses [83]. Henkel et al. puis Kantner ont tous deux reporté des

approches élégantes pour désactiver le TCEP in situ avec respectivement de 1’acide benzoique
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puis du diazido-polyéthylene glycol, ce qui permet de contourner le probléme du retrait de TCEP
[84], [85].

2.3 Les peptides et protéines

2.3.1 Définition

Les peptides sont des hétéropolymeéres composés d’acides aminés reliés entre eux par des liens
appelés liens peptidiques. Ces liens s’effectuent entre le groupement carboxylique d’un acide
aminé et le groupement amine de I’acide aminé suivant dans la chaine, selon une réaction de
condensation (Figure 2-5). La distinction entre les peptides et les protéines est un peu vague et se
fait généralement sur la taille de la chaine d’acides aminés. La longueur communément admise
pour un peptide varie de 2 a quelques dizaines de résidus. En termes de masse moléculaire, une
molécule qui ne dépasse pas les 6000 Da est généralement considérée comme un peptide, au-dela

de cette taille on parle plutdt de protéines [86].
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Figure 2-5 : Réaction de condensation entre un acide carboxylique et une amine a l'origine de la

formation d'un lien peptidique

Les peptides et les protéines jouent tous deux des roles essentiels dans de nombreux processus
biologiques et physiologiques chez les organismes vivants [87]. Ils agissent par exemple comme
des hormones, des neurotransmetteurs ou autres signaux intercellulaires, des anticorps

(indispensables a notre systéeme immunitaire pour protéger 1’organisme contre les corps
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étrangers), des transporteurs de substances a travers certaines membranes biologiques ou des

molécules structurantes retrouvées entre autres dans le cytosquelette des cellules [88].

Les peptides et protéines ont plusieurs niveaux d’organisation structurelle. La structure primaire
correspond a I’enchainement des acides aminés. Cette structure se replie ensuite dans I’espace
pour former des structures tridimensionnelles locales : on parle alors de structure secondaire
(Figure 2-6). Enfin la chaine se replie intégralement dans I’espace pour former la structure
tertiaire. Cette structure est intimement liée a 1’activité méme de la protéine, lorsque la structure
est modifiée la protéine peut perdre partiellement ou totalement son activité, ce qui explique
I’enjeu de I’'immobilisation des protéines. Lorsque plusieurs chaines polypeptidiques sont
impliquées dans la formation d’une seule et méme protéine, on parle alors de structure

quaternaire [89].
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Figure 2-6 : Représentation schématique de structures secondaires courantes : les feuillets B en
bleu a gauche, une hélice o en rouge a droite. Image adaptée de Creative Commons Attribution

4.0 International.

Bien que le repliement des protéines soit codé par la structure primaire, la conception de
protéines artificielles est une tache extrémement compliquée car le repliement est encore mal
compris et mal maitrisé. Pour cette raison, l’utilisation de peptides, plus courts et moins
complexes que les protéines, est souvent favorisée dans les bioconjugués. De plus, si la
conception de nouvelles protéines est encore a la limite de nos capacités, de nouveaux
« peptides », s’inspirant de la nature, voient le jour et permettent d’améliorer les propriétés

existantes voire d’en obtenir de nouvelles [90]-[92]. On parle alors de design « de novo » de
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peptides. Ainsi, certains domaines actifs de protéines ont un fonctionnement bien compris et des
limites bien marquées. lls sont donc maintenant produits sous forme de peptides, moins chers et
plus stables mais permettant d’obtenir les mémes résultats. C’est le cas par exemple du peptide
RGD, retrouvé dans de nombreuses molécules de la matrice extracellulaire qui est responsable de
I’adhésion des protéines a 1’intégrine [57], [93]-[97]. D’autres peptides ont également été congus
pour s'auto-assembler afin de jouer un r6le structurel dans la formation d’un biomatériau ou pour

étre utilisés comme systeme de greffage, espaceurs et orienteurs de protéines plus complexes.

2.3.2 Les peptides superhélices

Dans la conception de peptides auto-assembleurs, une des structures secondaires locales a
particulierement été étudiée et utilisée. Il s’agit des hélices a. Plusieurs hélices peuvent

s’assembler pour former ce qu’on appelle une superhélice ou un peptide “coiled-coil” [98], [99].

Dans les protéines naturelles, ce motif d’hélice a est présent dans pres de 10% des protéines
eucaryotes [100]. Il participe par exemple a la formation de structures larges et rigides (kératine
des cheveux et des écailles, fibrine des caillots sanguins, etc.), on le retrouve aussi dans les
protéines du cytosquelette, les protéines motrices, les systemes de reconnaissance moléculaire et
méme parfois dans la formation de canaux ioniques [101]-[104]. La synthése « de novo » de ces
peptides est désormais possible grace a une bonne compréhension des impliqués dans la structure
tridimensionnelle. Chaque hélice est généralement composée de 2 a 6 répétitions d’un motif de 7
acides aminés, notes (gabcdef), ou n représente le nombre de répétitions. Le peptide forme une
hélice avec 3,6 acides aminés par tour de manicre a ce que I’acide aminé en position (i+7) soit
toujours au-dessus de I’acide aminé (i). Les résidus e et g sont polaires et souvent de charges
opposées. lls participent au maintien de la structure gréce a des interactions electrostatiques intra
et inter hélices. Ce sont eux qui jouent un rble prépondérant sur les tendances a homo ou
hétérodimériser des hélices. En position a et d, on retrouve des résidus apolaires aliphatiques qui
assurent la formation d’un cceur hydrophobe solide et maintiennent ainsi la stabilité¢ de 1’hélice.
Ce sont généralement les seuls acides amines de la structure a étre hydrophobes. Tous les autres,
hydrophiles, facilitent la solubilité du peptide dans ’eau. a et d vont également jouer un role

prépondérant dans la formation du dimére en formant un motif appelé « knobs-into-holes ».
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C’est-a-dire que le résidu a d’une hélice va s’insérer dans une cavité formée par les résidus a’, d’,
¢’ et a’ de I’autre hélice assurant ainsi une forte cohésion entre les deux hélices par la présence
d’interactions hydrophobes interhélices. A cela s’ajoute des liaisons hydrogénes qui finissent

d’assurer la cohérence de la structure.

Ces peptides auto-assembleurs ont récemment connu un regain d’intérét comme un outil puissant
dans le développement des bioconjugués. D’une part, ils peuvent jouer un role structurant : ils
sont utilisés par exemple pour former des fibres, des hydrogels, des dendriméres. D’autre part, ils
peuvent faciliter le greffage d’une molécule complexe (telle un facteur de croissance) a une

structure rigide comme des nanoparticules, un hydrogel, une surface [12], [105]-[109].

Au cours des derniéres années, 1’hétérodimére E/K, complexe formé par 1’enchevétrement de
deux hélices alpha appelées Ecoil et Kcoil, a été extensivement étudié (Figure 2-7). Les peptides
sont basés sur 3 a 5 répétitions des sequences suivantes (EVSALEK) et (KVSALKE) ou des
analogues, principalement dans la région « abcd » (VSAL, VAAL, IAAL, LAAI ou IAAI) [101],
[107], [108], [110], [111]. Ce complexe est particulierement intéressant car chaque peptide est
globalement neutre, le coeur hydrophobe est solide, I’hétérodimérisation est favorisée par rapport
a ’homodimérisation et les peptides sont solubles dans 1’eau [98]. Les peptides E et K ont été
congus pour former un hétérodimere a pH neutre et en présence de faibles concentrations de
chacun des deux peptides. On les note fréquemment E, et Ky, avec n le nombre de répétitions
d’heptades. Des travaux sur cet hétérodimere ont permis de controler efficacement
I’immobilisation et la relache de facteurs de croissance. Des chiméres E5-facteur de croissance
recombinant sont ainsi immobilisées sur des polymeéres ou le peptide K5 a préalablement été
attaché [50], [112]. La stratégie de conjugaison reposait dans ce cas sur ’ajout d’une cystéine en
bout de chaine sur les peptides K5 synthétisés chimiquement (5). L’ inconvénient du peptide K5
est qu’il a tendance a homodimériser, accélérant considérablement I’oxydation de la fonction
thiol en bout de chaine. Les deux thiols ainsi rapprochés forment alors un pont disulfure. La

chimeére E5-VEGF était quant a elle produite biologiquement.
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Figure 2-7 : Représentation schématique de I'hétérodimere Kcoil/Ecoil (image de la thése de
Nesrine Riahi 2017 [113])

2.3.3 Méthodes de synthése

Avec D’essor des biomatériaux et 1’apparition de nouveaux traitements s’appuyant sur des
anticorps et des facteurs de croissance, une demande croissante de la production de protéines et
de peptides a vu le jour. Les méthodes de synthese ont donc, elles aussi, fait ’objet de
nombreuses études afin d’améliorer les processus et d’augmenter les rendements. On connait
actuellement deux grandes catégories de productions: la synthése chimique et la synthese

biologique.

Parmi les synthéses chimiques on trouve : la synthése chimique en solution (SLS), la synthese de
peptide en phase solide (SPPS) et la ligation chimique native (NCL). La synthese chimique en
solution est une synthése en phase organique délicate qui utilise de nombreux groupements
protecteurs pour que seuls les groupements fonctionnels devant réagir soient disponibles. Elle
présente comme toute synthese chimique plusieurs inconvénients : un manque de chiralité, une
incapacité de purifier et de caractériser le peptide en cours de synthese et une faible solubilité des

produits dans les solvants organiques. La réaction est donc lente et incomplete et par conséquent
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beaucoup de sous-produits sont génerés (chaines plus courtes) et les pertes sont considérables.
Cette approche est donc trés peu utilisée dans la synthese de peptides & haut poids moléculaire
[88].

La synthese de peptide en phase solide est la méthode actuellement la plus utilisée. Elle remonte
au début des années 1960. Le principe est assez similaire et consiste a attacher un acide aminé a
la fois sur la chaine déja formée [114]. La différence repose sur le fait que le premier acide aminé
est lié & un support insoluble par une forte liaison (c.-a-d., résistante a tous types de composés
chimiques) ; ceci assure que le peptide reste greffé sur le support solide pendant les différentes
étapes d'assemblage. A chaque cycle de greffage, 1’acide aminé en bout de chaine est
sélectivement déprotégé et un résidu supplémentaire est introduit. Chaque réaction est suivie
d'une étape de filtration qui permet d’éliminer I’excés de réactifs et les produits secondaires
dissous dans le solvant, et ce jusqu’au dernier acide aminé. Enfin, une derniére étape de clivage
détache le peptide du support (Figure 2-8). L approche présente plusieurs avantages : rendements
plus élevés, moins de manipulations, durée écourtée et réduction significative des pertes. Son
développement a valu le prix Nobel de chimie a Merrifield en 1984. Si elle permet d’obtenir de
plus longs peptides que la SLS elle reste limitée a une quarantaine de peptides. C’est la raison
pour laquelle la ligation chimique a été investiguée. Elle consiste a assembler plusieurs peptides
de plus petite taille pour en obtenir de plus longs. Il s’agit donc d’une méthode complémentaire

aux précéedentes [115].
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Figure 2-8 : Principales étapes d'une synthése de peptide en phase solide ou SPPS

Ces méthodes de synthéses chimiques sont tres dispendieuses, en raison du grand nombre de
pertes occasionnées et de la durée des synthéses. Cependant elles présentent 1’avantage de
pouvoir ajouter un acide aminé non naturel sur une chaine et ainsi d’éviter une étape de réaction
chimique. Cela permet d’obtenir des fonctions uniques disponibles pour des réactions de greffage
comme un azide sur I’azidohomoalanine (AHA), une alanine légérement transformée qui possede

un azide dans sa chaine latérale (Figure 2-9).
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Figure 2-9 : Structure de I'acide aminé non-naturel azido-homoalanine

Méme si de nombreux progres ont été faits sur la synthese chimique, en particulier la synthese en
phase solide, la synthése biologique reste le standard pour la production de masse de protéines en
raison de son prix fort avantageux. De plus les protéines sont ainsi plus proches des protéines
naturelles puisqu’elles subissent des modifications post-traductionnelles qui ne sont pas présentes
sur les protéines issues de synthése chimique. La production biologique permet également de
s’affranchir des problémes de repliement des protéines. Elle permet donc de produire en grande
quantité, avec une pureté élevée, des peptides ou des protéines beaucoup plus longues et
complexes que ne le permet la synthese chimique. Elle nécessite cependant un matériel important

pour la production et la purification de la protéine avant son utilisation.
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CHAPITRE3 DEMARCHE DU TRAVAIL DE RECHERCHE ET
ORGANISATION GENERALE DU DOCUMENT

Mon projet de maitrise s’inscrit dans la continuité de plusieurs projets menés au cours des
dernieres années dans le laboratoire de Gregory De Crescenzo. En 2016, Noel et al. développent
un revétement de surface a base de dextrane en co-immobilisant un facteur de croissance par
I’intermédiaire du couple Ecoil/Kcoil (VEGF) et un peptide d’adhésion (RGD) [50]. Ce
revétement, destiné aux surfaces des implants vasculaires, améliore I’adhésion et la prolifération
des cellules endothéliales a la surface de I’implant. L’année suivante, Riahi et al. fabriquent un
hydrogel poreux aux caractéristiques mécaniques intéressantes, dans lequel du RGD immobilisé
va permettre 1’adhésion des cellules [116]. Un début de migration et de prolifération semble
méme étre observé. Mon travail de recherche visait a regrouper ces deux résultats en un seul et
méme produit : un hydrogel permettant 1’adhésion, la migration et la prolifération cellulaire grace
a la co-immobilisation du peptide d’adhésion RGD et de facteurs de croissance par
I’intermédiaire du couple Ecoil/Kcoil. Comme dans 1’hydrogel de Nesrine Riahi, la stratégie
choisie consiste a d’abord fonctionnaliser les chaines de dextrane avec un des peptides (soit le
RGD, soit le Kcoil). Ensuite, les chaines fonctionnalisées sont réticulées, avec du dextrane nu,

pour former un hydrogel. 1l est ainsi possible de jouer sur les différents ratios séparément.

Jusqu’a présent, la réaction qui a été utilisée pour immobiliser les peptides aussi bien sur la
surface que sur le gel, est une réaction de chimie thiol-click. Le dextrane est tout d’abord modifié
par du divinylsulfone (DVS) qui réagit a pH 10 avec les groupements alcools. Ensuite, les
groupements vinylsulfone restants peuvent réagir avec les thiols présents sur les peptides. Le
RGD et le Kcoil ont donc été produits avec des cystéines terminales et disposent d’un unique
thiol en bout de chaine. Or cette fonction thiol s’oxyde extrémement rapidement, en particulier
dans le cas du Kcoil car il a tendance a homodimériser. Le premier probléme auquel je me suis
confronté est que cette réaction ne pouvait plus étre utilisée telle quelle pour mon projet. La
quantité de Kcoil nécessaire pour fonctionnaliser un gel est bien supérieure a celle nécessaire
pour une surface. De plus, malgré une conservation a -80 °C, les stocks de Kcoil étaient déja
grandement oxydés. Le rendement de cette réaction était donc trop faible et il n’était

économiquement plus envisageable de garder les mémes conditions.
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La premiére partie de mon travail a donc consisté a améliorer le rendement de cette réaction de
chimie thiol click. La premiére solution proposée a été de réduire le peptide en méme temps que
la réaction de greffage, avec du TCEP. Des résultats intéressants nous ont conduits a élargir nos
recherches a plusieurs réactions de greffages et a comparer brievement différents agents
réducteurs entre eux. Ces travaux ont mené au manuscrit « Adequate reducing conditions enable
conjugation of oxydized peptides to polymers by one-pot thiol click chemistry » soumis dans

Bioconjugate Chemistry et présenté dans le chapitre 4 de ce document.

L’étude de la réduction des thiols ayant pris une ampleur inattendue sur la durée limitée de ma
maitrise, j’ai décidé de développer en parallele une deuxiéme approche qui consistait a remplacer
la réaction vinylsulfone/thiol par une cycloaddition de Huigsen azide/alcyne. Pour cela, nous
nous sommes procuré commercialement des peptides Kcoil et RGD dont la chaine ne se terminait
plus par une cystéine mais par un acide aminé non-naturel, I’azidohomoalanine. Les peptides
disposant ainsi d’un azide disponible pour la réaction, il nous a fallu trouver une solution pour
insérer une fonction alcyne sur le dextrane, puis optimiser la réaction azide/alcyne. Ces travaux

sont présentés dans le chapitre 5 de ce mémoire.

Enfin, I’avancée de la deuxiéme approche a permis de commencer a travailler sur des hydrogels.
Cela s’est malheureusement fait assez tardivement, je n’ai donc pas pu atteindre I’intégralité de

mes objectifs. La démarche envisagée consistait a :

1) Reproduire les travaux de Nesrine Riahi, en remplacant uniquement la réaction de
greffage du RGD afin de valider que la nouvelle chimie n’affecte pas le comportement

des cellules, ni la structure globale du gel.

2) Ajouter du dextrane-Kcoil dans la formulation du gel, et vérifier que cela n’a pas
d’incidence sur 1’adhésion, la prolifération et la migration des cellules lorsque celles-

ci sont incubées dans un milieu complet avec sérum et facteurs de croissance.

3) Mettre en évidence I’effet de VEGF sur les cellules, lorsqu’immobilisé (grace a son

étiquette Ecoil) a I’intérieur du gel.

4) Optimiser la quantité de VEGF et de RGD immobilisés.
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5) Etendre ces résultats & de nouvelles lignées cellulaires et éventuellement & différents

facteurs de croissance.

En paralléle, une technique d’histologie a été développée pour observer les cellules a I’intérieur
du gel. Cependant, si les cellules adherent correctement au gel, leur migration et prolifération a
I’intérieur du gel n’ont jamais pu étre reproduites que ce soit avec les nouveaux gels ou avec les
anciens. Un véritable retour en arriére sur la composition du gel a donc été effectué. L’intégralité

des travaux concernant les hydrogels est présentée dans le chapitre 6 de ce mémoire.
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CHAPITRE4  ARTICLE 1 : ADEQUATE REDUCING CONDITIONS
ENABLE CONJUGATION OF OXIDIZED PEPTIDES TO POLYMER
BY ONE POT THIOL CLICK CHEMISTRY

4.1 Présentation de P’article

La premiere réaction de bioconjugation envisagée a été une réaction de chimie « thiol click ».
Cette réaction facile a mettre en ceuvre a déja été appliquée avec succes sur des surfaces ou sur
des polymeres en trois dimensions avec des peptides simples par d’anciens membres du
laboratoire [50], [116]. Malheureusement, dans le cas du Kcoil, I’oxydation trés rapide du peptide
ainsi que son prix €levé ne permettent plus d’utiliser cette réaction qui demanderait des quantités
trop importantes de réactifs pour obtenir la quantité greffée souhaitée. Aucune des différentes
solutions existantes aujourd’hui pour traiter ce probléme d’oxydation ne permet dans notre cas de
répondre efficacement a cette problématique d’oxydation. Le Kcoil, chargé positivement, ne
s’oxyde pas juste rapidement mais s’absorbe également trés facilement sur toutes les parois. Il
faut donc limiter au maximum les manipulations, les transferts de contenants, et toutes les étapes
de purification afin de limiter les pertes par adsorption. Nous nous sommes donc penchés sur la
faisabilit¢ d’une réduction simultanée a la réaction de greffage. Trois agents reducteurs
classiques : le 2-mercaptoethanol (BME), le ditirithiol (DTT) et le tricarboxylethylphosphine
(TCEP) ont été comparés lors de différentes réaction « Thiol-click » courantes. Nous nous
sommes par la suite concentrés sur la réaction vinylsulfone/thiol en présence de TCEP car cette

combinaison semblait étre la plus prometteuse.

4.2 Entéte de Particle
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4.3 Abstract

Thiol(-click) chemistry has been extensively investigated to conjugate (bio)molecules to
polymers. Handling of cysteine-containing molecules may however be cumbersome, especially in
the case of fast-oxidizing coiled-coil-forming peptides. In the present study, we investigated the
practicality of a one-pot process to concomitantly reduce and conjugate an oxidized peptide to a
polymer. Three thiol-based conjugation chemistries (vinyl sulfone (VS), maleimide and
pyridyldithiol) were assayed along with three reducing agents (tris(2-carboxyethyl)phosphine
(TCEP), dithiothreitol and B-mercaptoethanol). Seven out of the 9 possible combinations
significantly enhanced the conjugation yield, provided that an adequate concentration of
reductant was used. Among them, the co-incubation of an oxidized peptide with TCEP and a VS-
modified polymer displayed the highest level of conjugation. Our results also provide insights
into two topics that currently lack of consensus: TCEP is stable in 10 mM phosphate buffered
saline and it reacts with thiol-alkylating agents at sub-millimolar concentrations, and thus should

be carefully used in order to avoid interference with thiol-based conjugation reactions.

4.4 Keywords

Coiled-coil, oxidation, polymer biofunctionalization, thiol chemistry

4.5 Introduction

Considerable efforts have been put over the last decades into developing functional biomaterials
based on bioconjugates for all fields of life sciences. Combining the most interesting properties
of natural or synthetic polymers and peptides or proteins, bioconjugates may indeed provide a
suitable solution for numerous applications. Their preparation currently remains the subject of
many studies, with emerging strategies focusing on site-specific and bioorthogonal reactions to
be carried out in mild conditions to preserve the biological activity and the integrity of the
(bio)molecules of interest [1]. “Click” chemistry reactions have been increasingly developed in
that endeavor, since they enable fast, controlled, oriented, reproducible and high-yield
conjugation of chemically-delicate molecules [2],[3].
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Solid-phase peptide synthesis enables the introduction of virtually any functional/reactive group
into a peptide via the side-chain of an unnatural amino acid. New methods, such as native
chemical ligation, also allow for the synthesis of increasingly long and complex peptide chains
[4]. Nonetheless, biological production of peptides and proteins remains the gold standard,
especially for mass production of complex proteins [5]. The sulfhydryl group that is borne by one
natural amino acid, cysteine, has probably been the second most common functional group used
for biomolecules crosslinking or conjugation [6]. It has been the target of an ever-increasing
number of strategies based on “thiol-click” chemistry [7], [8]. Indeed, thiol(-click) chemistry can
be applied to both biologically- and chemically-produced peptides/proteins and does not require
chemical modification prior to conjugation. Furthermore, given that most proteins rarely display
more than one free cysteine residue [9], the use of thiol groups often provides site-specificity and
orientation. If need be, a cysteine residue can be introduced in the sequence of a recombinant

protein to provide a single reactive site, usually at the N- or C-terminus [10], [11].

The intertwining of 2 or more o helices, or a-helical coiled-coil, is an ubiquitous motif found in
proteins that has been extensively studied and is among the best-understood protein folds [12].
The rational design of de novo coiled-coil multimers usually comprises 2 to 6 repeats of a 7
amino-acid sequence, denoted (gabcdef)n. Solvent-exposed polar residues occupy positions e and
g, participate in intra- and interhelical polar/electrostatic interactions and largely determine the
homo- vs heteromultimerization state. Nonpolar and mostly aliphatic residues are positioned in
positions a and d to form an interhelical hydrophobic core that is the main determinant for
stability [13]. Coiled-coil peptides have recently (re)gained keen interest as a powerful tool for
the development of bioconjugates that may “solve problems across many different biological
systems” [14]. To form fibers, hydrogels and dendrimers, or even to act as linker between
subcellular structures, coiled-coil-forming peptides have been conjugated to polymers,
recombinant protein fusions and nanoparticles [15]-[18]. In the past few years, a specific E/K
heterodimeric coiled-coil complex has been extensively studied: the peptides sequences are based
on 3 to 5 repeats of the (EVSALEK) and (KVSALKE) heptads or on close analogs that mostly
differ in the abcd region (VSAL, VAAL, IAAL, LAAI or IAAI) [12], [14], [15], [17], [19]. This
allowed for an increasing control over parallelism and oligomerization state [14], [17], as well as

specificity and stability [12], [19], [20]. Our work on the coiled-coil-forming peptides
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(KVSALKE)5 and (EVSALEK)5, or K5 and E5, has enabled the immobilization and controlled
release of recombinant growth factor-E5 chimeras on K5-conjugated polymeric substrates [21],
[22]. Our bioconjugation strategy has been based on thiol-ene chemistry using cysteine-tagged

K5 peptides that were either chemically synthesized or produced in bacteria [5].

Any thiol-containing molecule loses reactivity over time, in air or in an aqueous solution, due to
oxidation, be it to reversible disulfide or to irreversible sulfinic/sulfonic acid [23]. However,
unlike most peptides, cysteine-tagged coiled-coil-forming peptides are highly prone to oxidation,
which can be complete within a few hours in aqueous solutions even in mild conditions [24].
This could be explained by the propensity of the coil peptide to homodimerize, even if it is
carefully designed with charged residues introduced to promote preferential heterodimerization
via electrostatic repulsion [15]. Nonetheless, all thiol-containing peptides require careful handling
for optimal results, which include cumbersome procedures and specialized equipment, such as
degassed solutions and an inert atmosphere (see anaerobic chambers). Moreover, to prevent
oxidation, most suppliers recommend storing peptides in lyophilized form under argon at -80°C
and avoiding repeated freeze-thaw cycles, which strongly deviates from the genuine needs of
early research in many laboratories that only require, and may afford, minimal amounts of

peptides for experimentation.

The most commonly reported strategy to reverse the oxidation of cysteine residues is to incubate
the peptide or protein in a concentrated solution of a sulfhydryl-containing reducing agent such as
dithiothreitol (DTT) or B-mercaptoethanol (BME) then remove the excess reductant by size-
exclusion chromatography or dialysis prior to conjugation [6]. The water-soluble reductant tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP) has also been used in that endeavour and, according to many
sources, can eliminate the need for lengthy purification before conjugation, in particular with
maleimides [6], [25], [26]. For fast oxidizing peptides and/or for specific applications that
inevitably require TCEP removal, including gel electrophoresis and protein labeling, agarose gels
have been commercialized with the reductant being covalently immobilized to the matrix; they
have even been successfully applied to coiled-coil-forming peptides [27]. After incubation, a
simple centrifugation step is performed to pellet the slurry and collect a solution of reduced
sample with no reductant. Interestingly, Zwyssig and colleagues presented in 2017 their work on

magnetic cobalt nanoparticles functionalized with TCEP, an approach minimizing the loss of
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sample due to adsorption that is often encountered with the agarose beads [28]. Henkel and
colleagues followed by Kantner et al. reported, in 2016 and 2017, respectively, elegant
approaches based on the quenching of TCEP in situ with 4-azidobenzoic acid and with diazido-

polyethylene glycol, respectively, that circumvents the need for TCEP removal [29], [30]

Nonetheless, all these efforts neither resolve cysteine oxidation during conjugation, which may
strongly affect yield, nor build consensus around whether non-sulfhydryl containing reductants
interfere or are compatible with thiol chemistry. Indeed, the need to remove TCEP before thiol-
ene conjugation remains a topical bone of contention [31], [32]. In an effort to build consensus
around reductant compatibility with thiol(-click) chemistry, we here investigated the thiol-based
covalent grafting of a peptide to a polymer in highly unfavorable conditions. More precisely, and
to the extent of our knowledge, we carried out a set of unprecedented experiments by examining
the conjugation of a coil peptide (fast oxidizing peptide, starting with a fully oxidized stock) to a
surface-immobilized polymer (kinetics of thiol reaction limited by diffusion) in a simple aqueous
solution (no other solvent, no degassing and no inert atmosphere). Such unfavourable conditions
can indeed be brought together when developing biofunctionalized surfaces, e.g. for medical
implants, biosensors and immunoassays [33]. Our rationale was to determine the feasibility of
one-pot thiol chemistry by co-incubating the peptide with (i) a commonly used reducing agent
(TCEP, DTT or BME, see Figure 4-1.B) and (ii) a model polymer that was modified with a
pyridyldithiol group, to obtain a cleavable disulfide bond, or with the thiol-alkylating maleimide

and vinyl sulfone groups (see Figure 4-1, A).
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A. Thiol chemistry
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Figure 4-1 : Reaction schemes of one-pot thiol chemistry for the grafting of the K5 peptide (R2-
SH) to dextran (R1) in presence of reducing agents. (A) Reactions between the K5 peptide and
dextran modified with vinyl sulfone and maleimide moieties for thiol-alkylation or with
pyridyldithiol moieties for thiol-disulfide interchange. (B) Mechanism of oxidized K5 peptide
reduction by a phosphine, tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), or by thiol-containing
reductants, dithiothreitol (DTT) and p-mercaptoethanol (BME).
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4.6 Results and discussion

4.6.1 Compatibility of in situ reduction with thiol-disulfide interchange and
thiol alkylation.

A covalent layer of low-fouling dextran bearing either vinyl sulfone or carboxymethyl groups
was first generated in polystyrene-based 96-well plates. The surfaces with carboxymethylated
dextran were further modified with a crosslinker, namely EMCH or PDPH, to introduce
maleimide or pyridyldithiol moieties, respectively. The cysteine-terminated K5 peptide was then
incubated on the three reactive surfaces for 6 hours with different concentrations of a reducing
agent among tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), dithiothreitol (DTT) or B-mercaptoethanol
(BME) in phosphate buffered saline (PBS, 10 mM, pH 7.4). It is here noteworthy that the K5
peptide was largely oxidized at the beginning of the experiments (less than 1.2% of free thiol
groups, as assessed using Ellman’s reagent, data not shown). The resulting K5 peptide density in
the wells was evaluated by incubating the E5-tagged epidermal growth factor (E5-EGF), in order
to capture EGF via the formation of the E5/KS5 coiled-coil complex. The amount of tethered EGF
was then assayed by performing an ELISA against EGF. For each type of thiol-reactive surface,
the concentration ranges with the three reducing agents were performed and analyzed within the
same plate, and the data are presented as relative to the maximal ELISA response of said plate
(Figure 4-2). A series of controls was performed by incubating the K5 peptide in PBS or PBS
supplemented with 100 uM of TCEP on thiol-reactive and quenched surfaces (Table 4-1).

The discussion of the data is here presented in two steps: first, a global interpretation of the curve
profiles shown in Figure 4-2 in light of the controls in Table 4-1, with a distinction between the
thiol alkylating agents (maleimide and vinyl sulfone) and pyridyldithiol and second, an in-depth
analysis of the data from Figure 4-2, with a comparison between the thiol-containing reducing
agents (DTT and BME) and the phosphine (TCEP).
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Figure 4-2 : Grafting of oxidized K5 peptide in PBS (10 mM, pH 7.4) co-incubated with reducing
agents on (A) vinyl sulfone, (B) maleimide and (C) pyridyldithiol-derivatized dextran surfaces, as

monitored by ELISA. The lines are guides for the eyes only.
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4.6.1.1 Incubation with reductants promotes covalent grafting of the K5 peptide in 7 out of

9 cases

Regarding the thiol alkylating agents (vinyl sulfone and maleimide), the incubation of oxidized
K5 peptides in the absence of reducing agent induced a very low ELISA response (6 + 4% and 5
* 2% for vinyl sulfone and maleimide, respectively, Table 4-1). The data thus indicated that there
was little to no reactivity of the oxidized peptide towards those functional groups. The addition of
BME to the K5 peptide on dextran-maleimide did not significantly improve the ELISA response
which remained minimal, in good agreement with the high reactivity of BME towards maleimide
at neutral pH [34]. Bell-shaped curves were obtained for all other reductant/thiol alkylating agent
combinations. Importantly, the incubation of K5 peptides on unreactive surfaces induced a
relative response inferior to 4%, be it in plain PBS or in PBS supplemented with 100 uM TCEP
(Table 4-1). The evolution of the ELISA response on Figure 4-2.A and Figure 4-2.B thus depicts
an increased covalent grafting of the K5 peptide via thiol chemistry and not its adsorption, as

expected on dextran [21].

Table 4-1: Relative peptide density obtained after incubating the K5 peptide in PBS or PBS
supplemented with 100 pM TCEP on vinyl sulfone, maleimide and pyridyldithiol-derivatized

surfaces and on unreactive control surfaces, as monitored by ELISA.

Vinyl sulfone Maleimide Pyridyldithiol
Active Blocked? Active Blocked? Active No linker®
K5 in PBS 6+4 3.0+0.1 5+2 1.7+0.8 43+3 25+9
K5 in PBS with
100 M TCEP 100+ 5 3.2+0.2 89+4 1.6+0.2 26+2 26+ 2

Blocked surface indicates that the thiol alkylating agent was incubated with 50 mM of BME for 30 minutes
then thoroughly rinsed prior to K5 incubation.
®Bare carboxymethylated dextran (no linker) was used as control for pyridyldithiol instead of a linker

previously incubated with 50 mM of BME to avoid possible bias due to disulfide exchange.

As for the pyridyldithiol-derivatized surfaces, the unreacted linker was neither blocked with 50

mM of BME nor stored overnight in PBS after the K5 peptide incubation, so as to prevent the
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release of the peptide grafted on the surface via a reversible disulfide bond. In this context, the
signal on control unreactive surfaces (bare carboxymethylated dextran) reached ca. 25 % of the
maximum level (see Table 4-1). In terms of raw absorbance values, this was ca. 18 times more
than what was observed on the carboxymethylated dextran surfaces with blocked maleimide
surfaces, which is indicative of non-negligible adsorption in this particular setup. Nonetheless,
the response for the oxidized K5 peptide on the pyridyldithiol linker in PBS with no reductant
was significantly higher than on bare CMD (43 £ 3% of the maximal value of the plate, see Table
4-1 and Figure 4-2.C). Here, free thiol groups that could interchange with the cystine disulfide
can be generated on the surface by a partial degradation of the linker (liberation of the pyridine-2-
thione). When the peptide was co-incubated with the reducing agents, bell-shaped curves were
obtained on pyridyldithiol surfaces, except for BME which only decreased the ELISA signal.

4.6.1.2 TCEP interferes with thiol coupling reactions, but to a lesser extent than thiol-

containing reductants

Regarding DTT (and BME on vinyl sulfone only), the bell-shaped curves shown in Figure 4-2
and the negative controls shown in Table 4-1 confirmed that: (i) thiol-disulfide exchange
occurred between the K5 peptide and the thiol-containing reducing agents and (ii) an increase in
reductant concentration promoted peptide grafting, until an optimum was reached. At high
concentrations, the two agents most likely competed with the free thiol of the cysteine residue for
the maleimide, vinyl sulfone and pyridyldithiol moieties. Interestingly, for most cases, peptide
grafting was completely thwarted only when the reducing agent was in large excess, that is, when
the agent-to-peptide ratio was over 10 for DTT on maleimide, 500 for both DTT and BME on
pyridyldithiol and even 10° for both agents on vinyl sulfone. The capacity of the K5 peptide to
react with the thiol-reactive moieties in the presence of a high excess of reducing agent might be
explained by an even higher excess of thiol-reactive moieties on the surfaces compared to the
reducing agent. Another explanation would be that the K5 thiol is more reactive than BME and
DTT towards vinyl sulfone, maleimide and pyridyldithiol. More precisely, the N-terminal
cysteine of the K5 moiety may be, at pH 7.4, less protonated than DTT and BME, and the
deprotonated thiolate group R-S™ is known to be dramatically more reactive than the thiol group
R-SH [35]. Indeed, DTT and BME feature pKa values of 9.2 and 9.6, respectively [36], [37],
which are significantly higher than the cysteine value which is usually reported at 8.3-8.5 [35],
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[38]. In the present study, the cysteine pKa value could be even lower, insofar as the residue is
located at the N-terminus of a peptide with high helical propensity [39]. A similar reasoning
could explain the overall lower peptide densities obtained with BME, when compared to DTT,
since BME features a higher pKa value and lower disulfide reduction potential than DTT [37].
Regarding TCEP, similar results were obtained, although the phosphine consistently led to
higher peptide density for the three chemistries, at the optimal concentration. In the case of
pyridyldithiol, it could be argued that TCEP concomitantly reduced the peptide disulfide and
cleaved the linker disulfide on the surface, thus rendering it inert towards the reduced peptide.
This would explain why the optimal TCEP concentration was very close to the peptide
concentration in this mixture (2 uM and 1 pM, respectively, Figure 4-2.C) and that high TCEP
concentrations thwarted peptide grafting. As for surfaces derivatized with maleimide and vinyl
sulfone moieties, the phosphine at high concentration appeared to have prevented their reaction
with the peptide. This result is in disagreement with the oversimplified presentation that TCEP
and alkylating agents are compatible during thiol chemistry, which remains often found in the
literature, especially of commercial sources [40]. It however agrees with several reports
investigating and demonstrating TCEP and maleimide cross-reactivity, starting from Shafer and
colleagues who obtained by-products when mixing TCEP and N-ethylmaleimide 3. Many others
have since then confirmed the early observations, showing that an excess of the reducing agent is
detrimental to one-pot thiol chemistry [31], [32], [41], [42]. Conversely, TCEP has been used
successfully in one-pot thiol chemistry with other alkenes, including vinyl sulfone [43], vinyl
phenyl [44] and acrylate [45] moieties, and not only as reducing agent but as a catalyst for the
thiol-ene reaction. In our study, it however appeared that an excess amount of TCEP is also

detrimental for thiol/vinyl sulfone conjugation.

4.6.2 Competitive reactions between reducing agents and dextran-vinyl

sulfone

The data shown on Figure 4-3 demonstrated that the conjugation of a fully oxidized K5 peptide to
a thiol-reactive polymer can be performed in the presence of a well-chosen reducing agent at an

adequate concentration, via vinyl sulfone, maleimide or even pyridyldithiol chemistry.
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In terms of stability, it is here noteworthy that the disulfide bond obtained with pyridyldithiol is
susceptible to breaking or reforming in the presence of competing thiols or reducing agents.
Regarding the thiol-Michael addition reactions, vinyl sulfones are more reactive towards thiols
than (meth)acrylates and acrylamides, second only to maleimides [46]. Maleimides however
yield a reversible succinimide bond that features a considerably higher susceptibility to
hydrolytic degradation than the thioether sulfone obtained with vinyl sulfones [46], [47].
Moreover, vinyl sulfone (VS) was, in the present study, the only thiol-reactive moiety compatible
with the three assayed reducing agents, and VS moieties can be readily integrated in
polysaccharides using inexpensive divinyl sulfone, in a controlled manner over a wide range of
grating ratio and without side crosslinking reactions [21]. Dextran-VS was therefore selected for
further characterization.

K5 peptides were then incubated at different concentrations over dextran-VS well-plates, with
various concentrations of TCEP, and grafting density was monitored by ELISA (Figure 4-4).
Interestingly, the maximal amount of grafted peptide, which was always obtained with 100 uM of
TCEP, increased with peptide concentration, by 2.8 £ 0.1, 5.1 £ 0.4 and 6.4 + 0.2-fold when
increasing the concentration from 1 uM of K5 to 2, 5 and 10 uM of K5, respectively. The data
were thus in agreement with the VS moieties being in large excess in the wells compared to the
peptide. Further characterization was carried out by incubating a high concentration of
cysteamine on dextran-VS and by quantifying the amount of resulting amino groups. Quantities
of VS moieties were estimated to be between 4000 and 5800 pmol in each well (data not shown).
This further confirmed that the VS moieties were in large excess when compared to the cysteine-

tagged peptide (50 uL x 1 uM = 50 pmol) but not necessarily compared to the reducing agents.

Dextran-VS (17.4 mM of VS moieties) was incubated at room temperature with the reductants
TCEP, DTT and BME at a concentration of either 0.1 mM or in excess at 50 mM for 6 and 24
hours. Unreacted reducing agents and salts were then thoroughly removed by centrifugal
filtration and the polymer was lyophilized before 1H NMR spectroscopy in D20 (Figure 4-5).
NMR analysis of dextran-VS revealed a series of peaks between 3 and 4.5 ppm that correspond to
the hydrogen atoms within the saccharide unit, except for the atom labeled ¢ in Figure 4-5 which
was well separated at 4.8-5.2 ppm and thus used for normalization. The Michael addition of

divinyl sulfone to the saccharide unit was responsible for the doubling of peak ¢ and for the
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apparition of the peaks corresponding to the three hydrogen atoms of the VS carbon-carbon
double bond which can be seen in Figure 4-5: 1 H atom a and 2 H atoms b integrated in the
ranges 6.77-7 ppm and 6.2-6.45 ppm, respectively [21].

o 10pM o 5uM —=—2 yM —=— 1 uM of K5, with TCEP
> 10 uM of K5, no TCEP

=y
(u] "é:a;{ 600
¢ 400
] ES
2 600 & 28 200
[2] T ==
£ 0
g _ i 2 2 4 6 8 10
S i [KS] (uM)
8 %5 400
s >
Ql-
& i
- 2
o — 2004
“é .
n
1G] . y I
0+ B 5

[TCEP] (mM)
Figure 4-3 : Influence of peptide and TCEP concentration on the grafting of oxidized K5 peptide
in PBS (10 mM, pH 7.4), on vinyl sulfone-derivatized dextran surfaces, as monitored by ELISA.
The data are relative to the ELISA signal obtained for 1 uM of K5 co-incubated with 100 uM of
TCEP. The lines are guides for the eyes only.
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Figure 4-4 : 1H NMR spectroscopy of vinyl sulfone-derivatized dextran incubated for 6 or 24
hours with (A) TCEP, (B) DTT and (C) BME at 0.1 and 50 mM. H atoms of interest are

highlighted on the schematic compounds on the right. % values in insets are NMR areas under

curved

ivided by the number of equivalent H atoms, relative to dextran saccharide units
(calculated from area under curve of the H atoms labelled “c”).
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Regarding the thiol-containing reductants, the incubation of dextran-VS with 50 mM of either
DTT or BME caused the complete disappearance of the VS carbon-carbon double bond after 6
hours, with little to no change after 24 hours (Figure 4-5.B and Figure 4-5.C). This observation
was associated with the apparition of the 2 hydrogen atoms d of the p-thiosulfonyl linkage at ca.
3 ppm, as well as a peak at ca. 2.7 ppm that could be attributed to the 4 hydrogen atoms f of DTT
and the 2 hydrogen atoms g of BME, respectively, using the EPFL 1H NMR online prediction
tool. All other hydrogen atoms for the reductants were either predicted to be between 3.5 and 5
ppm, and therefore embedded in the dextran signal, or undetectable when using the D20 solvent
(for hydroxyl groups). Unsurprisingly, when normalized per number of hydrogen atoms (see
insets in Figure 4-4), the integral values were consistent with a complete and equimolar
conjugation of DTT/BME with dextran-VS via thiol alkylation, that is, all the vinyl sulfone
moieties (17.4 mM) reacted within 6 hours with the thiol-containing reducing agent (50 mM).
Interestingly, although the integration was too low to be reliable, the peaks corresponding to the
B-thiosulfonyl linkage and the reductant started to appear after a 6-hour incubation with only 0.1
mM of DTT or BME. This might indicate their conjugation to the polymer in the aforementioned
conditions, which would agree with our interpretation of ELISA results on the possible
competition for grafting between the K5 peptide and both reductants at low concentrations
(Figure 4-3.A).

As for TCEP, when incubating dextran-VS with 50 mM of the reducing agent during 6 or 24
hours, the peaks corresponding to the VS carbon-carbon double bond completely disappeared and
the peak corresponding to the VS carbon-carbon single bond appeared with a similar magnitude
(Figure 4-4.A). The same NMR spectra also featured a high intensity peak at 2.3-2.7 ppm,
accounting for 12 hydrogen atoms that could not be attributed to the polymer. A peak at the same
displacement was also detected when incubating TCEP at the above-determined optimal
concentration for K5 peptide grafting with dextran-VS (100 uM), although the integration was

too low to reliably estimate the reaction yield.

Two possible reaction products between VS and TCEP were hypothesized. One possible reaction
product is a phosphonium ion adduct based on Wang et al.’s work [48]. However, the peaks
predicted for this product are reported at 2.78 ppm (6 H atoms closer to the phosphorus) and 3.25

ppm (6 H atoms closer to the carboxylic acids), which strongly deviates from our data. The
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second conjectured product contains a pentacoordinate phosphorus atom, as schematized in
Figure 4-5.A., with 12 atoms denoted e and highlighted in blue. This structure is inspired by the
work of Kantner et al. which revealed a cyclization reaction involving the formation of an
intermolecular covalent bond between the phosphorus atom of TCEP and the terminal carbon of
VS as well as the formation of an intramolecular bond between the same phosphorus atom and
one of the carboxylic acids oxygen atoms [49]. The formation of the pentacoordinate product
over the phosphonium ion adduct was confirmed by infrared spectroscopy in their work, and the
NMR spectrum displayed one peak accounting for 11.84 H atoms with a ca. 2.6 ppm
displacement. Interestingly enough, NMR predictions for this compound were significantly
different from our data and featured two separate peaks at 2.32-2.42 ppm and at 2.84-2.88 ppm,
which would represent the 4 H atoms in the heterocycle and the 8 remaining H atoms,
respectively. Nonetheless, the results from the present study further demonstrated that TCEP does
react with the thiol alkylating agent vinyl sulfone and cannot be merely said to be compatible
with thiol-ene chemistry. The mechanisms and products of reaction between TCEP and VS may

however require further investigation and clarification.

4.6.3 Optimization of one-pot thiol conjugation of oxidized K5 peptides with

dextran-vinyl sulfone

Despite the side-reaction between TCEP and vinyl sulfone, the phosphine reductant was proven
to dramatically enhance the conjugation efficiency of the initially oxidized K5 peptide to dextran-
VS within 6 hours in PBS, to a higher extent than DTT and BME (ca. 16, 12 and 9-fold increase
in signal between PBS only and PBS supplemented with 100 uM TCEP, 100 uM DTT and 500
UM BME, respectively, Figure 4-3). The superiority of the phosphine group in PBS could be
explained by: (i) faster kinetics of K5 reduction by TCEP, (ii) slower kinetics of competitive
side-reactions between TCEP and VS and (iii) a possible catalysis of thiol-VS Michael addition
by TCEP [48]. We therefore further examined the mechanisms of the K5/VS/TCEP one-pot
incubation. We specifically explored different buffering agents at various pH values to try to
improve grafting efficiency of the peptide on dextran-VS-modified surfaces (Figure 4-6) and
studied the kinetics of K5/VVS and TCEP/VS conjugation (Figure 4-6).
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Figure 4-5. Grafting of K5 peptides on dextran-VS in presence or absence of 100 uM TCEP in
various buffers — Phosphate, HEPES, Tris and Borate Buffered Saline — as monitored by ELISA.

Using 100 uM of TCEP in phosphate and HEPES buffered saline (pKa values of 7.21 and 7.55 at
20°C, respectively), the ELISA signal obtained with 1 uM of K5 peptides incubated on dextran-
VS increased with pH between 6.5 and 7.5, with no significant difference between pH 7.5 and 8.5
(p > 0.66, see Figure 4-5). A similar but offset trend was obtained with 100 uM of TCEP in tris
buffered saline (TBS, pKa of 8.08 at 20°C), that is, an increase in signal between pH 7.5 and 8.5
and then no statistical difference between pH 8.5 and 9.5 (p = 0.37). Conversely, the incubation
of the K5 peptide in presence of TCEP in borate buffered saline (pKa of 9.14 at 20°C) decreased
dramatically between pH 8.5 and 9.5 (p < 0.0001).

Regarding the levels of K5 grafting in absence of TCEP, a clear trend of increased signal with
increasing pH values was observed: 2.0 £ 0.5%, 3.2 + 0.2%, 6 + 1% and 14 + 3% of the maximal
value at pH 6,5, 7.5, 8.5 and 9.5 respectively. The elevated peptide density could be attributed to
changes in the adsorption level or, more probably, due to the undesirable reaction between VS
and residues other than cysteine, including the primary amino group of the lysine side-chain and

the aliphatic alcohol group of the serine side-chain [50].

Altogether the data seemed to indicate that the maximal amount of immobilized K5 peptides is

obtained with tris buffered saline at pH 8.5. The increase in signal without TCEP however
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suggested non-specific covalent grafting or adsorption. Moreover, the ELISA signal for that
condition was not statistically different from the results obtained with HEPES buffered saline at
pH 7.5 and 8.5 (p values of 0.07 and 0.16, respectively) and almost not significantly different
from those obtained with PBS at pH 7.5 (p = 0.049). Our results can be explained by the higher
instability of TCEP in PBS, when compared to HEPES, tris and borate buffers [51]. In Han and
Han’s report, the oxidation of TCEP was found to be the fastest in PBS at near neutral pH values,
although 72 hours were required to reach 57% oxidation at pH 7.4 in 150 mM PBS. We thus kept
PBS as diluting buffer and investigated the kinetics of the three reactions at hand, that is,
reduction of the oxidized peptide by TCEP, conjugation of the reduced peptide to dextran-VS and
side-reaction between TCEP and dextran-VS (Figure 4-6).
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Figure 4-6. Kinetics of (A) K5 conjugation to dextran-VS in 10 mM PBS, pH 7.4, with or
without 100 uM TCEP, and kinetics of (B) TCEP oxidation in test tubes or in dextran-VS-
modified well plates, with or without 1 uM K5. Monitoring was performed by ELISA and by
reduction of Ellman’s reagent, respectively. The red dashed lines are guides for the eye only

whereas the black dashed lines are linear fits.

The data in Figure 4-6.A showed that, in presence of an initial concentration of 100 uM of TCEP,
the grafting of the K5 peptide on dextran-VS continued over a relatively long period of time.

More precisely, the final K5 densities obtained for the 1, 2, 4, 6 and 24-hour time points were all
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significantly different from one another (p < 0.05), except for the 4 and 6-hour time points (p =
0.15, filled squares). Conversely, although the ELISA response in absence of TCEP slightly
increased with time, there was no statistical difference in signal between 4, 6 and 24 hours (p >
0.07, empty squares). The ratio between the K5 peptide density obtained in PBS only and the
density obtained with PBS supplemented with 100 uM of TCEP also consistently decreased over
time and reached 5 + 1% after 24 hours. The data further demonstrated that the grafting via thiol-
ene chemistry and/or adsorption of the oxidized peptide in absence of reductant was not
favourable even after a long duration. This result was indicative of little rebalancing between the
oxidized and reduced forms of the peptide cysteine residues in PBS without reductant, and thus

indicative of the high stability of the coiled-coil disulfide bond.

Given that the oxidized peptide could be grafted for at least 24 hours in presence of TCEP, we
examined the stability of the reducing agent in our experimental conditions by quantifying its
potential to reduce 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) into two 2-nitro-5-thiobenzoate
molecules that adsorb strongly at 405 nm [51]. The reduction of DTNB by the reactive K5
peptides (< 1 uM) was here neglected.

When solutions of 100 uM TCEP in PBS, with or without 1 uM K5 peptide, were incubated in
polypropylene test tubes, DTNB reduction decreased very slowly (e and o, respectively, Figure
4-6.B). Without K5 peptide, 82 £ 2 uM of active reductant were still detected after 10 days,
which indicated that oxidation of TCEP was almost negligible in 10 mM PBS, pH 7.4. When
compared to the results obtained by Han and Han [51], who used between 150 and 350 mM of
PBS, our data demonstrated that the phosphine can be fairly stable in a phosphate buffered saline
when the latter is not too concentrated. Interestingly, when the same experiment was performed
with DTT or BME, both reductants oxidized much faster and active reductant could not be
detected after 48 and 72 hours, respectively (Supporting Information, Figure S 1). When 1 uM of
K5 peptide was added to the 100 uM of TCEP in polypropylene test tubes, a significant decrease
in absorbance signal was measured starting from 48 hours, and the active TCEP concentration
after 10 days was evaluated at 49 = 1 uM (e, Figure 4-6.B). More precisely, curve-fitting
revealed a linear decrease of active TCEP concentration with steady rates of - 0.0568 and -

0.1889 uM.h-1, in absence and presence of K5 peptides, respectively (R2 > 0.98). The data thus
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indicated that the K5 peptides contributed to the consumption of 0.1321 uM of TCEP per hour,
which is equivalent to a 3.8-hour cycle of 1 uM K5 peptide oxidation and reduction (based on a
consumption of 0.5 uM of TCEP to form 1 uM of free thiol groups). This is further indicative of
the fast oxidation rate of the coiled-coil-forming K5 peptides, despite the electrostatic repulsion
expected from the lysine side-chains. The results are also in good agreement with previous work,
which showed more than 50% oxidation of the K5 peptide within 150 minutes, in 10 mM PBS,
pH 7.4, at 25°C [24].

Interestingly, when the same solutions (100 uM TCEP in PBS, with or without 1 uM K5 peptide)
were incubated in dextran-VS well-plates, a dramatically faster decrease in active reductant
concentration was observed (m and o, respectively, Figure 4-6.B). A drop from 100 uM to ca. 67
UM was measured within the first 6 hours, and complete disappearance of active TCEP occurred
within 4.5 days. In this time frame, the co-incubation with 1 uM of K5 peptide did not
significantly influence DTNB reduction. Considering the data obtained in the test tubes, the
decrease in active TCEP concentration that was observed in dextran-VS wells was not attributed
to the phosphine oxidation. It was much more likely due to TCEP reacting with the VS moieties,
as previously observed (see Figure 4-4 and discussion thereof). Within 6 hours, ca. 33 uM of the
phosphine covalently reacted with vinyl sulfone, which product we conjectured to be a
pentacoordinate conjugate (cf. scheme in Figure 4-4.A). A small amount of TCEP (< 1 uM)
could also have been consumed to catalyze the reaction of K5 with VS [48]. It is here worth
mentioning that the reaction product obtained by incubating TCEP with the VS-modified
polymer does not contain any reactive moieties other than carboxylic groups. The incubation of
DTT or BME in the dextran-VS well-plates also led to a dramatic decrease in active reductant
concentration, faster than TCEP (complete reaction within 24 hours, Supporting Information,
Figure S1). The drop was particularly fast for B-mercaptoethanol: 95% of the reductant reacted
with VS within 6 hours. The kinetics we observed could further explain why TCEP improved the
grafting of K5 on dextran-VS to an extent higher than the thiol-containing reducing agents,
especially BME (Figure 4-2.A).
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4.7 Conclusion

The present work demonstrated the practicality of the concomitant reduction of an oxidized/fast-
oxidizing peptide and its covalent conjugation to a polysaccharide via thiol-based chemistry.
Using dextran that was previously modified with either VS, maleimide or pyridyldithiol moieties
and a reductant among TCEP, DTT or BME, a dramatic increase in fully oxidized K5 peptide
conjugation was demonstrated in 7 out of 9 cases, provided that the concentration of the reducing
agent was adequately chosen. The VS/TCEP combination provided the best results. Further
investigation shed light on unclear statements in the literature. Our data indeed confirmed that
TCEP does react with thiol-alkylating agents, although it can be used as a reductant if the
alkylating agent is in excess. Moreover, the side-reaction between TCEP and VS is limited to the
generation of carboxyl moieties on the polymer. We here also demonstrated that TCEP is stable

in the commonly used Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (10 mM phosphate, pH 7.4).
4.8 Experimental procedures

4.8.1 Materials

Milli-Q grade water (18.2 MQ.cm, referred to here as water) was generated with a Millipore
Gradient A 10 purification system (Etobicoke, ON). CelIBIND microplates were obtained from
Corning Inc. (Corning, NY). Linear poly(allylamine) (PAAm, 25 kDa) was obtained from
Polysciences, Inc. (Warrington, PA). 500-kDa dextran (technical grade T) was purchased from
Pharmacosmos A/S (Holbaek, Denmark). EMCH (3,3’-N-[e-maleimidocaproic acid] hydrazide,
trifluoroacetic acid salt) and PDPH (3-(2-pyridyldithio)propionyl hydrazide) were purchased
from Pierce Biotechnology (Rockford, IL). Sodium hydroxide (NaOH, 99.3% purity) and
hydrochloric acid (HCI, 37.7% v/v) were obtained from VWR International, Ltd. (Mont-Royal,
QC). Deuterium oxide (99% purity) was purchased from Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
(Andover, MA). Unless mentioned otherwise, all chemicals were purchased from MilliporeSigma
(Oakville, ON). Anti-human EGF ELISA DuoSet kit was purchased from R&D systems
(Minneapolis, MN). All absorbance measurements were carried out on a Victor V Multilabel
Counter from PerkinElmer Inc. (Woodbridge, ON).
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4.8.2 Biomolecule and bioconjugate synthesis, purification and

characterization

4.8.2.1 Peptides and Proteins

Cysteine-tagged K5 peptides (CGG-(KVSALKE)s) were synthesized at the peptide facility at the
University of Colorado, Denver (> 98% purity). Chimeric protein E5-EGF, consisting of an
epidermal growth factor protein fused to a N-terminal E5 tag (EVSALEK)s, was produced by
transient transfection of HEK 293-6E cells, purified by immobilized metal-ion affinity and size-
exclusion chromatographies, as previously described [20]. Protein quantification was performed

by ELISA and all peptides and proteins were stored at -80°C until use.

4.8.2.2 Dextran-Vinyl Sulfone

Technical grade T dextran (500 kDa) was modified with divinyl sulfone (DVS) as previously
described 2. Briefly, 450 mg of dextran were dissolved in 9 mL of Milli-Q water containing 30
mM of NaOH. 13.5 mL of a freshly prepared solution of DVS (0.11 M in water containing 30
mM NaOH) was added to the dextran solution. The reaction was carried out for 3 minutes at
room temperature under vigorous vortexing and was quenched by adding 0.3% v/v of pure HCI
(12.1 M). The preparations were then desalted against water five times using 10-kDa centrifugal
filter devices (Amicon Ultra-15 from MilliporeSigma). Purified dextran-VS was lyophilized and
stored at 4°C until use. *H NMR was performed on the purified preparation and peak integration

revealed that ca. 33 % of the saccharide units were modified with vinyl sulfone.

4.8.2.3 Carboxymethylated Dextran

Dextran carboxymethylation and characterization were performed as previously described [52].
Briefly, 400 mg of dextran was dissolved in 10 mL of a solution containing 3 M NaOH and 1 M
monochloroacetic acid. The solution was stirred for 2 hours at room temperature and the reaction
was quenched by the addition of 40 mg of NaH2PO4 followed by pH adjustment to neutrality
using 18 M H2SOa4. The solution was then filtered through a 0.2-um PTFE filter and dialyzed five

times against Milli-Q water for 1 hour to remove reagents and salts. Purified carboxymethylated
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dextran was lyophilized and stored at 4°C until use. *H NMR revealed that ca. 46% of the

saccharide units were modified with carboxyl moieties.
4.8.3 Thiol-Reactive Surface Preparation

4.8.3.1 Amination

Carboxylated CelIBIND® 96-well microplates were used to prepare a reactive surface for thiol-
based K5 peptide grafting as previously described [20]. Briefly, the surfaces were first modified
with poly(allylamine) (PAAm) through carbodiimide chemistry by exposing the wells to 50 pL
of a solution containing 380 UM PAAmM, 40 mM EDC and 10 mM NHS in 100 mM MES buffer
pH 4.7 for 22 hours. The wells were rinsed three times with Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS; 10 mM with 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4). Free amines on the surface were

then used to covalently graft a sulfhydryl reactive moiety.

4.8.3.2 Vinyl Sulfone

Dextran-VS was dissolved at 10 mg/mL in 50 mM borate pH 10. 50 pL of the solution were
added to each PAAm-coated well for 16 hours, which was found to be the optimal incubation

duration (data not shown). The wells were rinsed three times with PBS before K5 incubation.

4.8.3.3 Pyridyldisulfide and Maleimide

Carboxymethylated dextran (CMD) was dissolved at 2 mg/mL in MilliQ water containing 50
mM EDC and 12.5 mM NHS. 50 uL of the NHS-activated CMD solution were added to each
PAAm-coated well for 16 h. The wells were rinsed three times with PBS and three times with
MilliQ water. The free carboxyl groups on CMD were then reactivated by a solution containing
167 mM EDC, 42 mM NHS and 17 mM MES for 10 minutes. The solution was discarded before
adding 50 puL of EMCH or PDPH (heterobifunctional linkers that both feature a hydrazide moiety
as well as a maleimide and a pyridyldithiol moiety, respectively). The linkers were incubated for
1 hour at a concentration of 1 mM in PBS containing 10% v/v DMSO. The wells were rinsed
three times with PBS. 50 pL of ethanolamine (100 mM, pH 8.5) was then added to each well to
deactivate the remaining COO-NHS groups for 15 minutes. The wells were finally rinsed three

times with PBS bhefore K5 incubation.
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4.8.4 K5 Conjugation and Characterization

Thiol-based grafting of cysteine-tagged K5 peptides was performed by incubating, in each well,
50 pL of a solution containing 1 uM of K5 peptide, unless otherwise mentioned, and reducing
agents (DTT, BME or TCEP) at concentrations ranging from 0 to 10 mM in PBS at room
temperature, for 6 hours unless otherwise indicated. Other conditions include 10 mM buffered
saline (150 mM NaCl) of HEPES, borate and tris base with adjustment to indicated pH with
concentrated HCI or NaOH solutions. The surfaces were then rinsed three times with PBS and
remaining sulfhydryl reactive moieties were blocked by incubating 50 mM of BME for 30 min
(for VS and EMCH only) before rinsing three times with PBS.

The amount of grafted peptide was measured by its capacity to capture its biological partner, E5.
The nonspecific binding sites on the surfaces were first blocked with 10% fetal bovine serum in
PBS prior to a 1-h incubation of 500 pM E5-tagged epidermal growth factor (E5-EGF) in PBS
supplemented with 0.1% v/v bovine serum albumin (PBS-BSA). The amount of immobilized
EGF was then quantified by a direct enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to
a protocol adapted from the manufacturer’s instructions. Briefly, the surfaces were incubated
with 50 L of biotinylated anti-EGF antibody in PBS-BSA for 30 minutes, then with 50 puL of
horseradish-streptavidin conjugate in PBS-BSA for 20 minutes. The wells were rinsed three
times with PBS supplemented with 0.05% Tween 20 between the different steps. Finally, 50 pL
of the substrate solution (50:50 v/v mixture of hydrogen peroxide and tetramethylbenzidine) was
added to each well and substrate oxidation was monitored for 10 min by repetitious absorbance
readings at 630 nm. Absorbance slopes were compiled and are referred to as ELISA signal in the

manuscript.

4.8.5 NMR Analysis

Dextran-VS was dissolved at a concentration of 10 mg/mL in PBS supplemented with either
TCEP, DTT or BME at the indicated concentration (0.1 mM or 50 mM). The reaction was carried
out at room temperature for 6 to 24 hours. The samples were then purified against Milli-Q water
using 10-kDa centrifugal filters and freeze dried. The samples were examined by *H NMR as 5
mg/mL  solutions in D0. The EPFL 'H NMR Predict  tool

(http://www.nmrdb.org/new_predictor/) was used for H atom displacement prediction.
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4.8.6 Thiol and reductant quantification

The concentrations of free thiol groups of the K5 peptide and of active reductant were measured
using Ellman's reagent (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB) [51]. Briefly, 140 pL of
sample diluted in PBS were mixed with 60 pL of DTNB (1 mg/mL in PBS supplemented with 1
mM EDTA) and 10 pL of Tween 20 (0.05% v/v in water). The concentration of the 2-nitro-5-

thiobenzoate product was measured in 96-well plates at an absorbance of 405 nm.

4.8.7 Data Treatment

All data are represented as the mean value + standard deviation and, when indicated, statistical
analysis was carried out by independent two-sample t-test, with (in)equality of variances based

on an F-test.
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CHAPITRE 5 UNE NOUVELLE REACTION DE GREFFAGE, LA
CYCLOADDITION AZIDE/ALCYNE

En paralléle des efforts consacrés a améliorer les rendements de la réaction « thiol-click »,
classiquement utilisée dans le laboratoire pour la bioconjugaison du dextrane, 1’utilisation d’une
autre réaction a été envisagée dans 1’espoir d’obtenir de meilleurs rendements et de limiter au

maximum le nombre de réactifs utilisés.

5.1 Dextrane-alcyne

La nouvelle réaction utilisée est la cyclo-addition alcyne/azide. Trés largement documentée et
utilisée pour des réactions de bionconjugaison depuis de nombreuses années, cette réaction
présente 1’avantage d’étre rapide, orthogonale, et de se dérouler a température ambiante dans des
solvants aqueux. Il a été choisi que la fonction alcyne serait introduite sur le dextrane alors que
I’azide serait introduit en bout de chaine du peptide par 1’utilisation d’un acide aminé non

naturel : I’azido-homoalanine (AHA).

Afin d’introduire 1’alcyne sur le polymére, un protocole adapté de Nielson et al. a été utilisé;
protocole selon lequel le dextrane est directement modifié par du glycidyl-propargyl-ether (GPE),
a 35°C pendant 16h dans une solution de NaOH 0,5M (voir Annexe A, [117]). Apreés purification
par dialyse contre de I’eau milli-Q, le dextrane obtenu (dextrane-GPE) a été analysée par RMN
(Figure 5-1). L’alcyne ayant une signature trés particuliere en RMN, il peut facilement étre
identifié (singulet aux alentours de 2,5ppm). Une gamme de différents dextrane-GPE a ainsi été
obtenue en faisant varier la concentration en GPE introduite pour la réaction. Le pourcentage de
monomeéres modifiés sur le produit final est proportionnel a la quantité de GPE introduite en
début de réaction. Il est donc possible de contrdler avec précision le degré de substitution du
dextrane-GPE.
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Figure 5-1 : Spectroscopie RMN du proton *H du dextrane-GPE aprés réaction du dextrane avec

1mmol, 10mmol ou 30mmol de GPE. Les protons H d’intéréts sont colorés en rouge (alcyne) ou

en vert (quantification du dextrane total)
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Un degré de substitution intermédiaire de 10% a été choisi pour continuer les réactions de
chimie-click. Cela signifie qu’en moyenne 10% des monomeéres de la chaine de dextrane
comportent un alcyne. Un trop gros pourcentage de modification augmente 1’hydrophobicité des
chaines de dextrane, ce qui n’est pas souhaité pour la suite. Un trop faible pourcentage
diminuerait les rendements de la réaction de greffage des peptides, réactifs limitant de la cyclo-

addition.

5.2 Mise au point de la réaction azide/alcyne

Les peptides commerciaux AHA-RGD et AHA-Kcoil étant trés dispendieux, la réaction a été
mise au point en utilisant un polymeére d’un poids moléculaire similaire au Kcoil : du
poly(éthylene) glycol, ou PEG, de 5000Da. Le polymeére a été transformé chimiquement pour
ajouter un azide en bout de chaine puis a été purifié et stocké sous forme lyophilisée a -20°C et a

I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.

La réaction de cyclo-addition a ensuite été réalisée dans de 1’eau a température ambiante, pendant
48h, avec une catalyse au cuivre (). Le protocole a été adapté a partir de Nielsen et al. (voir
protocole en Annexe B, [117]). L’eau MilliQ est dégazée avant la réaction pour éviter la
réoxydation trop rapide du  cuivre.  L’utilisation, ou non, du THPTA
(Tris(benzyltriazolylmethyl)amine) pour stabiliser les ions Cu+, ne semble pas affecter le
rendement de la réaction, ni la qualité des produits. Une plus grande quantité de cuivre (1) que
celle mentionnée dans D’article a été utilisée pour obtenir un rendement plus €levé (un ratio 1:5
cuivre/alcyne). De méme, un tres large excés de sodium ascorbate a finalement été utilisé (50:1
ascorbate/cuivre). Aprés 24h de réaction, de I’agent réducteur frais peut est de nouveau ajouté au
milieu réactionnel (ratio final ascorbate/cuivre de 10:1), puis la réaction est laissée vingt-quatre

heures supplémentaires sous agitation.

Apres 48h, le produit a ensuite été purifié en deux étapes. Tout d’abord, une dialyse dans une
solution concentrée d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA 100mM) a permis d’éliminer toute
trace de cuivre. Cette étape est indispensable car les ions cuivre sont cytotoxiques mais comme

ils forment des complexes avec les triazoles, ils sont difficiles a retirer. Ensuite, le produit a été
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filtré sur Amicon 10K contre de I’eau MilliQ. Finalement, le produit a été lyophilisé puis analysé
par RMN (Figure 5-2). Une totale disparition du pic de 1’alcyne a été observée, tandis qu’un pic
de méme intégrale est apparu a 8ppm, correspondant au triazole formé. Le rendement de la
réaction est donc estimé a 100% avec la faible précision de la RMN dans le cas d’un excés de

PEG-N3 par rapport aux alcynes (3 :1). Dans une condition 1:1, le rendement est estimé par
RMN a 90%.
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Figure 5-2 : Spectroscopie RMN du proton *H du produit de la réaction dextrane-GPE et PEG-
N3. Les hydrogenes d'intérét ont été colorés. Le spectre avant reaction est identique aux spectres

de la figure précédente
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5.3 Dextrane-RGD et Dextrane-Kcoil

Une fois le protocole validé, la réaction a pu étre réalisée avec les peptides AHA-RGD et AHA-
Kcoil (Annexe B, tableau B.2).

La quantité de RGD introduite a été calculée afin d’obtenir le méme pourcentage final de RGD
sur les chaines de dextrane que dans le dextrane-VS-RGD utilisé dans Riahi et al. (2017) (c'est-a-
dire approximativement 3% des monomeéres sont porteurs d’'un RGD) [116]. Ainsi les mémes

ratios de dextrane modifié/dextrane total pourront étre utilisés dans la formulation des gels.

De la méme maniére, la quantité de Kcoil a été calculée afin que le Dextran-AHA-Kcoil
représente environ 0,1% de la masse totale de dextrane lors de la gélification. Le greffage du
Kcoil étant plus délicat, il a été reverifié par un test de quantification des amines au TNBS (2,4,6-
Trinitrobenzene sulfonic acid), réactif qui se lie aux amines primaires pour former un composé
coloré. Le rendement trouvé est plus faible que celui calculé avec la RMN du dextrane-GPE-
PEG. Cela pourrait s’expliquer par une tres forte absorption du Kcoil sur les surfaces, le rendant
moins disponible pour réagir. 1l est également possible que les pertes lors de la purification et des
transferts de contenant se fassent de maniere sélective, diminuant ainsi artificiellement le
rendement, car le dextrane-Kcoil s’adsorbe plus facilement sur les surfaces que des chaines non

modifiées. Le produit final comporte 1% de monomeres modifiés.
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CHAPITRE6 LES HYDROGELS

6.1 Fabrication et caractérisation des hydrogels

Les hydrogels sont fabriqués en mélangeant les chaines de dextrane modifiées a du dextrane nu
avant de les réticuler entre elles dans de 1’eau a une concentration totale de 200mg/mL de
dextrane. La réticulation est assurée par du sodium trimetaphosphate, ou STMP, et s’effectue
dans des conditions basiques (NaOH 1M) a 50°C pendant 15min pour un volume de 250uL de
solution. Un ratio dextrane/STMP de 3:1 en masse a été utilisé pour obtenir un gel transparent,

facilement manipulable.

Réactifs Hydrogel formé
Dex-Kcoil
s L C%\
'v e N \ /"f &0 “.\'-, "'/v»
~a— k& \ '§ Capture de VEGF par
Dex-RGD \ ‘n\ \'\ diffusion a I'intérieur
“Q du gel
— @ Q
Dextrane nu Ecoil-VEGF

® STMP
15 min 4 50°C

Figure 6-1 : Schéma de la stratégie utilisée pour former les hydrogels fonctionnalisés

Pour obtenir des pores interconnectés de l’ordre de la centaine de micrometres, un agent
porogéne, le chlorure de sodium (NaCl), a été ajouté a la limite de sa solubilité dans la solution
de dextrane avant la réticulation. Comme dans «Impact of RGD amount in dextran-based
hydrogels for cell delivery» de Riahi et al. (2017), le ratio dextrane/NaCl optimal de 1:0,25 a été

utilisé dans tous les gels présentés dans la suite de ce mémoire sauf mention contraire [116].
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Malgré une formulation identique, les taux de gonflements de mes gels sont légerement
supérieurs a ceux ayant été rapportés par Riahi et al (Figure 6-2, comparer colonnes bleues et
grises). Cela pourrait peut-étre s’expliquer par I’utilisation de nouveaux produits, pouvant avoir
une réactivité légerement différente. Une différence trés significative a été observée dans le
gonflement de gels immergés dans de 1’eau ou dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) pendant

48h. Le taux de gonflement est calculé selon la formule suivante :

Avec Wy, la masse de I’hydrogel hydraté et Wy,., la masse de I’hydrogel aprés lyophilisation.

12000 - * %k

10000
* %k %k

8000

6000

4000

Taux de gonflement (%)

2000
610 975 700

1

Sans sel Avec sel Sans sel Sans sel (#) Avec sel Avec sel (#)

MilliQ PBS

Figure 6-2 : Taux de gonflement d'hydrogels non fonctionnalisés avec ou sans sel ajouté dans la
formulation, dans de I'eau MilliQ ou du PBS. Les colonnes grises marquées d’un (#) sont les

résultats reportés dans Riahi et al [116]. *** signifie une p value < 0,005 selon un test de student

La procédure de stérilisation utilisée par Riahi et al, pour utiliser les gels pour la culture
cellulaire, a été modifiée car elle dénaturait les gels [116]. En effet, apres un ringage de 30min a
I’éthanol, des fissures ont été observées en surface, ce qui n’avait jamais été reporté

précédemment. Une plus longue incubation dans de 1I’éthanol meéne méme a la déshydratation
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complete du gel en 3h. L’hydrogel se rétracte pour former une petite pastille blanche opaque.
Malheureusement, cette pastille ne se réhydrate pas correctement et le gel se détruit lorsqu’il est

replongé dans de I’eau.

Remplacer cette stérilisation fut un véritable casse-téte. La filtration ne pouvait étre utilisée car la
solution préparée est trop concentrée en dextrane et donc trop visqueuse. Une stérilisation par UV
dégrade la surface du gel et ne permet pas une stérilisation en profondeur. Finalement, un
compromis assez simple a été adopté. Comme la réticulation s’effectue dans une solution
concentrée de NaOH, nous avons émis I’hypothése que cette étape ainsi que la présence
d’antibiotique dans le milieu de culture suffiraient & maintenir un environnement stérile pour la
durée de nos expériences. Les gels sont donc coulés dans des plaques stériles, fermées avant
passage au four, et qui ne sont ouvertes que sous la hotte biologique. Les ringages pour revenir a
un pH neutre et enlever le surplus de sel sont effectués avec du PBS stérile. Ces précautions se

sont revélées suffisantes pour la durée de nos expériences (un maximum de 7 jours).

6.2 Adhésion des cellules

Une fois les différents stocks de dextranes modifiés préts et caractérisés, il fut question de valider
cette nouvelle chimie et de prouver sa non-toxicité vis-a-vis des cellules. Pour cela, les premiers

tests (adhésion et prolifération des cellules) publiés par Riahi et al furent reproduits [116].

Des gels contenants de 0,1% a 10% de dextrane modifié RGD soit par la méthode VS soit par la
méthode AHA ont été comparés pour 1’adhésion des HUVECs (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells). Dans une plaque 48 puits, des gels de 250uL ont été préparés de facon stérile.
Puis 80 000 cellules par puits ont été incubées pour une durée de trois heures sur les différents
hydrogels dans 250uL de milieu complet par puits. Les gels avaient été incubés pendant la nuit
précédente dans du milieu de culture complet. Aprés 3h d’adhésion, un ringage au PBS a été
effectué puis la quantité des cellules ayant réellement adhérées a été évaluée par WST-1 (dilution
1 :10 du composé dans du milieu complet). Ce composé, qui mesure ’activité métabolique des
cellules par colorimétrie, permet d’estimer la quantité de cellules restantes, car la réponse
colorimétrique est proportionnelle au nombre de cellules a I’intérieur du puits (Figure 6-3). Une
différence significative est observée entre des puits contenant ou non du RGD. En revanche,

aucune différence n’est observée entre les deux réactions de greffages. Cela confirme que la
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nouvelle réaction de greffage n’affecte pas I’adhésion des cellules et que le rendement du
greffage a été correctement approximé puisqu’il permet d’obtenir la réponse souhaitée. Enfin,
aucune différence significative n’est observée entre les différents niveaux de dextrane-RGD au
sein d’une méme réaction (de 0,1% a 10%) et ce, quelle que soit la réaction utilisée pour le
greffage. Cela signifie que de faibles niveaux de RGD suffisent a I’adhésion des cellules en
surface du gel. 1l faudra cependant poursuivre les études sur de plus longues durées pour voir si la
quantité de RGD affecte la migration et la pénétration des cellules dans le gel.
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Figure 6-3 : Niveaux d'adhésion mesurés par un test WST-1 des HUVECSs sur des hydrogels
contenant 0,1% a 10% de VS-RGD ou de AHA-RGD. Les pentes sont calculées a partir de

valeurs mesurées toutes les 30 minutes pendant 2 heures.

Pour finir, la présence de 0,1% dextrane-Kcoil (non dimérise avec un Ecoil-VEGF) n’affecte pas

I’adhésion des cellules sur une durée de 3h (Figure 6-3)

Aprés 3h a la surface de gels contenant du RGD, les cellules sont déja allongées et bien réparties
alors qu’elles sont bien rondes et regroupées entre elles quand il n’y a pas de RGD (Figure 6-4).

Cependant, un ringage un peu trop brutal décolle facilement les cellules, pour observer une
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différence marquée entre les conditions avec et sans RGD, les cellules sont incubées 30 minutes
en milieu basal pour retirer les cellules mal adhérées puis un seul ringage au PBS est réalisé

(contrairement aux 3 ringages dans Riahi et al. [116]).

Figure 6-4 : Photographies des surfaces des hydrogels au microscope (grossissement 10x) apres
3h d'adhésion (80000 cellules/puits) et avant ringage. Le gel (A) contient 1% de dextrane-AHA-
RGD alors que le gel (B) ne contient pas de RGD.

Si la disponibilité et la bio-activité du RGD ont ainsi été démontrees, il n’en est rien pour le
Kcoil. Pour cela, nous avons utilisé un peptide synthétisé biologiquement, Ecoil-mRFP (Red
Fluorescent Protein), qui a été incubé en exces sur des hydrogels contenant 0%, 1% et 10% de
Dextran-AHA-Kcoil. Ensuite les hydrogels ont été longuement rincés puis la différence de
fluorimétrie a été mesurée. Malheureusement, les niveaux de fluorescence étaient trop faibles
pour étre détectés avec précision et aucune différence n’a pu étre observée entre ces trois
conditions. 1l faudrait pour cela augmenter la quantité de Kcoil dans le gel ce qui n’a pas été
réalise vu nos stocks limités de dextrane-Kcoil. La sensibilité des cellules aux facteurs de
croissance étant bien supérieure a celle des instruments de fluorimétrie (de 1’ordre du pM au lieu
de uM), ce test a été abandonné. Les tests de prolifération avec facteurs de croissances devaient

suffire pour déterminer la disponibilité du Kcoil immobiliseé.
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6.3 Prolifération des HUVECSs en surface

L’adhésion des cellules sur une courte durée fonctionnant bien, le temps d’incubation a été

rallongé afin d’observer la pénétration et la prolifération des cellules a I’intérieur du gel.

Dans un premier temps, les tests ont été realisés sur des gels identiques a ceux utilisés pour
I’adhésion dans du milieu complet jusqu’a 7 jours. Le protocole pour observer la prolifération des
cellules sur les hydrogels a été adapté de Riahi et al. (2017) [116]. A leur 4°™ passage, les
cellules sont incubées une nuit dans un milieu appauvri en sérum (0,5% de fetal bovine serum
(FBS)), au lieu de 2% dans le milieu complet). Cela a pour effet de ralentir leur métabolisme et
de limiter la variabilité inter cellules. Puis elles sont incubées a 80 000 cellules/puits dans 250uL
de milieu complet. Apres 3h, les puits sont rinces et le milieu est changé. Une plaque est analysée
par WST-1 afin de donner le niveau d’adhésion au temps 0. Une autre plaque donnera le niveau
intermédiaire a J3 et une derniere a J7 (Figure 6-5). Le milieu est renouvelé tous les 2 jours. Les
hydrogels quant a eux, ont préalablement été rincés et incubés dans un milieu basal avant de

recevoir les cellules.

Au jour 0, les niveaux d’adhésion sont similaires quels que soient les pourcentages de RGD, et le
Kcoil n’a pas d’impact sur 1’adhésion, corroborant les résultats d’adhésion obtenus
antérieurement. Jusqu’au jour 4, aucune prolifération n’est observée. Au contraire, il y a méme
systématiquement une Iégere diminution du nombre de cellules. Cela peut étre expliqué par une
mortalité initiale importante due a un changement important des conditions de culture des cellules
et par le fait que les cellules ayant mal adhérées augmentent artificiellement la valeur a JO
(I’étape d’incubation dans un milieu basal ayant été retirée). A partir du jour 7, on remarque une
augmentation du nombre de cellules sur les gels contenant du AHA-RGD, allant jusqu’au double
pour les gels contenant 1% de dextrane-AHA-RGD. Lorsque les gels ne contiennent pas de RGD,
aucune prolifération n’est observée et les cellules continuent de mourir lentement. Etrangement,
le gel de 0,1% de dextrane-VS-RGD n’a pas permis d’obtenir une prolifération en surface des
cellules. Ceci pourrait s’expliquer par une plus faible disponibilit¢ ou force du VS-RGD par

rapport au AHA-RGD : les cellules, adhérant moins bien a la surface, se décollent et meurent.
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Figure 6-5 : Prolifération des HUVECs sur des hydrogels de dextrane fonctionnalisés mesurée
par des tests au WST-1 a jour 0 (JO), jour 3 (J3) et jour (J7). Les pentes sont calculées a partir de

valeurs mesurées toutes les 30 minutes pendant 2heures.

Une observation réguliére de la surface des gels au microscope a permis de constater qu’a partir
du quatrieme jour, les cellules montrent les premiers signes de tubulogénese. Les cellules
commencent par s’organiser en cercles a la surface (Figure 6-6, image A) puis forment des fibres
(Figure 6-6, image B). Cela traduit une bonne santé des cellules endothéliales vasculaires, mais
ces fibres ne sont pas solidement attachées a la surface et elles se décollent lors des changements
de milieu ou des ringages, diminuant artificiellement la prolifération observée, en particulier pour

les petits pourcentages de RGD.
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Figure 6-6 : Photographies des surfaces des hydrogels au microscope (grossissement 10X). La
photo (A) a été prise au 4eme jour, la photo (B) le 7éme jour. Les barres d’échelle correspondent
a une distance de 100um.

6.4 Péneétration et prolifération des HUVECs a P’intérieur du gel

6.4.1 Mise au point d’une technique d’histologie

La simple observation au microscope ne permet pas de distinguer des cellules ailleurs que sur les
surfaces des hydrogels. Un nouveau protocole a donc été développé pour observer les cellules
présentes dans les gels. Pour cela, des techniques d’histologies classiques ont été adaptées a notre

problématique.

A la fin d’une expérience, les cellules sont directement fixées sur le gel avec 800uL de
formaldéhyde (parafilm 4%) pour la nuit. Les gels peuvent ensuite étre stockés plusieurs
semaines au réfrigérateur (4°C) dans du PBS. Il est important de préciser qu’une fois fixées, les
cellules en surface des hydrogels se décollent tres facilement en films, il faut donc éviter le plus
possible les étapes de rincages. Pour colorer le gel et préparer les cellules a la cryogénisation
simultanément, les gels sont ensuite incubés dans un mélange 1:1 en volume, rouge de ponceau
concentré (5mg/mL)/solution d’OCT (Optimal cutting temperature compound). Ensuite, les gels
sont cryogénisés dans un bain d’acétone et de glace seche pour former des blocs d’OCT. La
coloration du gel permet alors de bien distinguer le gel a I’intérieur du bloc et facilite la coupe et

I’orientation du bloc. Des coupes plus épaisses que ce qu’il se fait habituellement en histologie
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(ici 16um) ont été réalisées afin d’augmenter le nombre de cellules observées sur une seule

coupe. Les coupes sont espacées les unes des autres d’une centaine de micrometres.

Deux techniques sont alors complémentaires. La méthode classique utilise 1’électrostaticité pour
coller la coupe sur une lame de verre. L’OCT étant parfaitement transparent, cette technique
permet d’observer clairement 1’hydrogel et ses contours au microscope (Figure 6-7, A).
Malheureusement, le volume de I’hydrogel est trés sensible a la température et aux changements
de milieu. A I’air libre, il se déshydrate trés rapidement, se rétractant et se décollant en 1’espace
de quelques minutes uniqguement. Au microscope, on observe alors parfois des cellules qui ne
sont plus dans le gel car celui-ci s’est trop rétracté. Pour minimiser cet effet, nous avons donc
décidé de colorer les cellules avec de la fluorescéine, un fluorophore qui colore les noyaux des
cellules, tout en scellant 1’échantillon sur la plaque pour éviter qu’il se décolle ou séche, le plus

rapidement possible.

La deuxiéme technique d’histologie, utilise un morceau d’adheésif pour fixer 1’échantillon sur la
plaque de verre et permet ainsi d’éviter que le gel change de volume ou se décolle lors de la
coloration des cellules et du scellement. Malheureusement, le morceau d’adhésif n’est pas
parfaitement transparent et cette méthode apporte donc une certaine incertitude sur les contours
du gel, plus difficiles a distinguer (Figure 6-7, B). Elle est également plus chere a mettre en

auvre.

Figure 6-7 : Photographies au microscope classique de tranches de gel. Les plaques ont été

préparées : (A) par la méthode classique, (B) avec l'utilisation d'un morceau d’adhésif. Les



75

cellules ont été marquées avec de la fluorescéine. La fleche rouge pointe la surface du gel, la

barre d’échelle blanche correspond a 0,5mm.

6.4.2 Perforation de la surface

Jusqu’alors, aucune pénétration des cellules a I’intérieur du gel n’avait pu étre observée. Les
cellules restaient toujours a la surface du gel. Un comportement similaire avait été observé par
Riahi et al, et ’hypotheése émise était que la surface ne possédait pas de pores. En effet, en
gélifiant, une couche compacte et dense se formait a I’interface entre le gel et ’air, ne permettant
pas aux cellules de pénétrer dans le gel. Cette hypothése a pu de nouveau étre confirmée par

observation au microscope électronique a balayage (MEB ou SEM, scanning electron

microscope) de la surface de notre hydrogel (Figure 6-8).

mMMD9.2 x30

Figure 6-8 : Photographie au microscope électronique a balayage de la surface d'un hydrogel de
dextrane apres ringcage et lyophilisation (grossissement 30X)

Pour perforer la surface et ainsi accéder aux pores a ’intérieur du gel, la solution proposée dans
Iarticle était de déposer a la surface du gel des cristaux de NaCl pendant la gélification (10°™
minute sur 15). Malheureusement, malgré une formulation identique des gels, je n’ai pas été en
mesure de reproduire les résultats publiés. De maniére assez inattendue, des cristaux de NaCl
déposés selon le méme protocole lors de la gélification ne suffisaient plus a perforer la surface

(Figure 6-9, A). La premicre hypothése de travail fut qu’il s’agissait de réactifs différents et donc
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que leur réactivité était sirement légérement différente. La premiére idée a donc été de tester
différents temps de dépdts (6, 8, 10, 12, 14 minutes). A partir de 10 minutes, la gélification est
trop avanceée et les cristaux ne créent plus aucun pore en surface, contrairement a ce qui avait pu
étre observé sur les gels de Nesrine Riahi [116]. En revanche, le dép6t de cristaux a 6 et 8
minutes, lorsque le gel est encore partiellement liquide a bel et bien abime la surface (Figure 6-9,
C). Cependant, cela n’a pas permis d’accéder aux pores a I’intérieur du gel. La surface possede
des crateres, mais ces derniers ne sont pas ouverts sur le reste du gel. De plus, ’ajout de sel en
surface avait pour effet d’écraser le gel, et cet effet s’accentue lorsque le sel est ajouté plus tot

(Figure 6-9, B et D). L’intérieur du gel n’est donc plus poreux et homogeéne comme souhaité.

Surfaces Tranche

10 min

I LMD72 x60

6 min

Figure 6-9 : Photographies prises au microscope électronique a balayage (grossissement 60X)
d'hydrogels sur lesquels des cristaux de NaCl ont été déposés apres 6 ou 10 minutes de
gélification. La fleche rouge indique la direction de la surface du gel sur les photos des tranches.
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Face a ses résultats surprenants, 1’idée est alors venue de remplacer les cristaux de NaCl par des
cristaux plus fins et plus légers de bicarbonate de potassium, KHCO3. De nouveau, différents
temps ont été testés mais aucune solution satisfaisante n’a pu étre trouvée. Méme a 6 minutes, le
dépot de cristaux de KHCO3 n’a pas permis de perforer efficacement la surface sans écraser le

reste du gel.

6.4.3 Retour en arriere - formulation du gel

Une nouvelle solution pour perforer la surface devait donc étre trouvée. En effet, la finalité de
I’hydrogel est de servir d’échafaudage cellulaire, il faut donc absolument que les cellules
pénétrent et colonisent facilement la structure. Or, le chargement des cellules ne peut se faire que
par la surface car les cellules ne résisteraient pas aux conditions de réticulation (NaOH 1M, 50°C
pendant 15min). L’hydrogel doit donc étre entiérement poreux et homogene, y compris la
surface. De plus, la taille des pores doit étre supérieure a la taille d’une cellule et les pores
doivent étre interconnectés afin de permettre la migration des cellules et les échanges de

nutriments.

Une nouvelle formulation de gel, inspirée de Purnama et al (2013), a alors été envisagée. En
effet, le bicarbonate de potassium a I’intérieur du gel se dégrade en revenant a pH neutre en CO2
[118]. De petites bulles vont abimer le gel de ’intérieur et la surface par la méme occasion.
Ainsi, cela présente 1’avantage de jouer a la fois le role d’agent porogene a I’intérieur et de
perforer la surface, contrairement au NaCl qui nécessitait une manipulation supplémentaire pour
la surface. Différentes quantités de KHCO3 ont été testées, allant de 1% a 200% de la masse
totale du dextrane. Au-dela de 50%, le bicarbonate n’est plus soluble dans une solution de
200mg/mL de dextrane T500. Les gels formés ne résistent pas aux ringages et se décomposent.
Les petits pourcentages de bicarbonate de potassium conduisent a une faible taille de pores et une
surface peu perforée. L’ajout de 33% est donc le meilleur compromis. L hydrogel obtenu est
intéressant : poreux et homogene avec une surface perforée. Cependant, I’interconnexion des
pores semble assez limitée. L’ajout d’une petite quantit¢ de NaCl (10%) permet d’augmenter

cette interconnexion (Figure 6-10).
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Surface Tranche

x30

Figure 6-10 : Photographies prises au microscope électronique a balayage (grossissement 30X)
d'un hydrogel contenant 33% m/m totale de dextrane de bicarbonate de potassium et 10% m/m
totale de dextrane de NacCl.

Enfin, le ringage de ces hydrogels est délicat et doit &tre réalisé avec précision, sinon le relargage
du CO2 ne se fait pas a la méme vitesse et I’aspect de la surface peut fortement différer. Un

manque de temps ne m’a malheureusement pas permis d’affiner le travail sur ces hydrogels et de

les tester avec des cellules.
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CHAPITRE 7 DISCUSSION GENERALE

Ce projet de maitrise a éte réalise dans la continuité du projet de doctorat de Nesrine Riahi,
précédente étudiante du professeur De Crescenzo. Dans un contexte ou les échafaudages
cellulaires doivent ressembler toujours plus a la matrice extracellulaire pour répondre aux besoins
cliniques, nous avons cherché a développer un hydrogel de dextrane fonctionnalisé et facilement
utilisable. Ses travaux ont abouti a un hydrogel ayant les bonnes propriétés physique et
mécanique, et permettant 1’adhésion des cellules mais qui ne présentait aucun facteur de
croissance a sa surface. En m’appuyant sur les recherches préalables du groupe, j’ai souhaité
immobiliser le peptide Kcoil sur le polymére afin de pouvoir ensuite utiliser la large bibliothéque
disponible de facteurs de croissances couplés au peptide Ecoil. L’efficacité du complexe
Kcoil/Ecoil pour immobiliser les facteurs de croissance et prolonger leur bioactivité a déja été
démontrée sur différentes surfaces mais n’a pas encore été utilisée dans notre laboratoire sur des
structures tridimensionnelles. Le résultat final de mon projet devait étre un hydrogel facilement
adaptable a la culture de différents types cellulaires grace a une technique d’immobilisation
excessivement simple des facteurs de croissance de notre choix : c’est-a-dire une simple diffusion

sur un hydrogel déja formé.

Le greffage chimique du Kcoil sur le dextrane a été abordé selon deux méthodes. La premiere
consistait a réaliser une addition de Michael d’un groupement vinylsulfone sur un thiol, et la
deuxieme, une cycloaddition de Huigsen entre un azide et un alcyne. Dans le premier cas, le principal
probléme rencontré a été 1’oxydation rapide du peptide Kcoil avec la formation d’un pont disulfure
entre deux thiols destinés au greffage. Nous avons donc effectué une étude sur la réduction
simultanée au greffage avec pour objectif d’augmenter les rendements de réaction tout en limitant la
perte de réactifs. Les travaux ont été étendus a des groupements voisins du VS, tel que le maléimide
ou a d’autres réactions utilisant un thiol comme 1’échange de ponts disulfures. Dans tous les cas,
I’utilisation d’agents réducteurs, en particulier le TCEP, a permis d’augmenter la quantité de peptides
greffés. Malheureusement, le rendement des réactions n’a jamais pu étre mesure avec précision,
principalement car nous disposions de stocks trop limités pour réaliser des quantifications telles que

la RMN qui demande des quantités importantes de matériel.

Pour la deuxiéme réaction, les rendements obtenus ont été tres satisfaisants. Cependant, la

disponibilité du Kcoil a D’intérieur du gel n’a pas encore été réellement prouvée. La bonne
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disponibilité du RGD lors des tests d’adhésion laisse tout de méme penser que cette réaction classique

de bioconjugaison a permis d’attacher le Kcoil sans affecter son activité biologique.

Il est difficile de comparer les deux meéthodes, car les travaux sur la premiere réaction ont été
intégralement réalisés sur des surfaces. La question se pose cependant a savoir quelle méthode est la
plus intéressante pour réaliser des hydrogels. Méme si les rendements sont probablement moins
élevés, la chimie du thiol reste plus accessible économiquement. Le peptide Kcoil peut étre produit
biologiquement selon le protocole décrit dans Riahi et al. (2016) Amino Acids [119], ce qui reste plus
abordable que I’achat d’un Kcoil se terminant par un acide aminé non naturel. De plus, pour cette
méthode, les groupements actifs (c’est-a-dire les VS) sont neutralisés par une petite molécule en large
exces se terminant par un groupement hydroxyle hydrophile (Ile mercaptoethanol). En revanche dans
le cas de la cycloaddition, les alcynes n’ayant pas réagi restent libres dans le gel. Plusieurs études
montrent qu’ils ne sont pas toxiques pour les cellules mais ils sont hydrophobes et il n’est pas exclu
que leur présence influence le comportement des cellules a I’intérieur du gel. Ces questions devront
étre adressees pour choisir la méthode de greffage puis optimiser la quantité de groupements réactifs
presents sur la chaine de dextrane avant le greffage du peptide.

Enfin, les travaux de Nesrine Riahi n’ont pas pu étre reproduits malgré 1’utilisation des mémes
protocoles. Une différence de réactivité des nouveaux produits, ou une différence subtile dans le
protocole pourrait étre a I’origine de telles modifications macroscopiques sur la structure des
hydrogels. Malheureusement, cela m’a fait perdre un temps précieux sur la courte durée d’une
maitrise car j’ai longtemps essayé de reproduire la structure de ces gels pour faire pénétrer les cellules
et je n’ai donc pas pu m’intéresser a I’immobilisation des facteurs de croissance. En effet, la
pénétration des cellules a I’intérieur du gel est essentielle pour 1’utilisation de cet hydrogel en tant
qu’échafaudage cellulaire. D’autres méthodes de colonisation du gel sont difficilement envisageables
car la gélification du dextrane par le STMP est un procédé qui se fait dans des conditions difficiles
auxquelles les cellules ne survivraient pas. Elle doit donc avoir lieu apres la gélification. La

pénétration par la surface reste le procédé le plus simple a mettre en ceuvre.

Les résultats finaux sont proches d’une structure souhaitable. Notre étude sur la porosité ’hydrogel a
permis d’améliorer cette derniere méme si elle semble encore manquer d’interconnexion et
d’homogénéité. Les travaux doivent continuer dans cette direction pour obtenir a nouveau un
hydrogel aux propriétés structurelles adéquates avant de recommencer a s’intéresser aux facteurs de

croissance.
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CHAPITRE8 CONCLUSION ET RECOMMENDATIONS

L’objectif de mon projet de recherche était de développer un hydrogel adaptable a la culture de
plusieurs types cellulaires grace a 1’utilisation du couple de peptides Ecoil/Kcoil. Les travaux
précédents du laboratoire ont fourni une bibliotheque de facteurs de croissance bioactifs, couplés
au peptide Ecoil pouvant étre utiliseés.

Le greffage du Kcoil sur le polymeére a été réalisé selon deux réactions chimiques de fagon
concluante. La premiére réaction, utilisant un thiol libre, a été optimisée sur des surfaces par
I’utilisation d’une réduction simultanée au greffage. Ces résultats ont principalement montré que
I’utilisation d’agents réducteurs en méme temps que le greffage permet d’améliorer
significativement les rendements. Cependant tous les agents réducteurs testés (BME, DTT,
TCEP) interagissent de facon non négligeable avec les groupements réactifs de la surface. Il faut
donc les utiliser avec précaution. La deuxieme réaction, déja largement utilisée dans la littérature
a été pour la premiére fois, a ma connaissance, appliquée au Kcoil. Elle a démontré des résultats
tres encourageants pour la suite. Ces deux réactions sont donc deux outils puissants pour la
bioconjugaison et peuvent facilement étre adaptés a d’autres polymeéres ou peptides utilises dans

le laboratoire.

La création d’une bibliotheque de dextranes modifiés (avec les peptides RGD et Kcoil) permet de
former en quelques minutes un hydrogel en jouant facilement sur sa composition, puis d’y
incorporer le cocktail de facteurs de croissance souhaité en fonction du type de cellule.
Cependant le produit final n’a pas permis de fournir aux cellules un environnement propice a leur
migration et prolifération a I’intérieur du gel. Il ne remplit donc pas le cahier des charges.
L’hypothése est que la porosité et 1’interconnexion des pores ne sont pas suffisantes.
L’approfondissement des travaux sur les agents porogénes devrait mener a des résultats
prometteurs. Une fois la porosité atteinte, des tests de pénétration et prolifération des cellules a
I’intérieur du gel pourront étre effectués afin d’optimiser la quantité de Kcoil immobilisée et la
composition des cocktails de facteurs de croissance. L’observation en histologie des
échafaudages permettra une analyse plus précise et visuelle des résultats. Pour finir, I’utilisation
de cellules souches pourra étre envisagée afin d’étudier la différenciation et la formation d’un

tissu mature.
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ANNEXE A - PROTOCOLE DE PREPARATION DU DEXTRANE-GPE

Ce protocole a été adapté de Nielsen et al. (2010, Biomacromolecules) [117]. La verrerie et les
quantités de réactifs permettent de produire 1,59 de 500-kDa dextrane modifié avec du glycidyl-

propargyl ether a 10%.
Equipement et réactifs

- T-500 Dextrane (poudre, technical grade, Pharmacosmos)

- Glycidyl propargyl ether (2—6°C a I’abri de la lumieére, liquide, pureté >90%) (1.040 g/mL
a20°C)

- NaOH (pastilles) (40 g/mol)

- Eau Milli-Q

- Flacon 50 mL

- Eppendorfs 2 mL

- Sonicateur (ou bain a ultrasons)

- Membrane de dialyse de 10KDa

- Lyophilisateur

- Oxyde de deutérium (D20)

Méthode
Réaction

1. Préparer le tampon de réaction (NaOH 0.1 M, 10 mL)

2. Peser 1.5 g de dextrane en poudre et les dissoudre dans les 10mL de tampon de réaction
(9.25 mmol d’unité glucosique). Le vortex et le bain a ultrasons facilitent la dissolution.

3. Ajouter a la solution de dextrane dissout, 3 mmol de glycidyl propargyl ether. Mélanger
puis couvrir le tube d’aluminium pour le protéger de la lumiere.

4. Le placer sous agitation a 35°C pendant 16h.

Purification et stockage du produit
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. Placer le mélange dans une membrane de dialyse 10kDa. Placer le tout dans de I’eau
Milli-Q et changer réguliérement 1’eau, en espagant progressivement la durée. Attention,
placer la dialyse sous la hotte chimique, car le GPE est volatile et trés toxique (GHSO07,
GHSO08). Jeter I’eau dans des contenants appropriés.

. Aprés 48h de dialyse, collecter I’échantillon et le répartir dans des tubes de 2mL (la
lyophilisation et le stockage sont facilités par 1’utilisation de petits contenants).

Congeler les échantillons a -80°C.

Placer les échantillons congelés dans le lyophilisateur préalablement refroidi, puis laisser
environ 24h.

Préparer un échantillon pour la caractérisation par *H-RMN dans du DO (dextrane-GPE
5 mg/mL, 1 mL) a 50°C (Sylvie Bilodeau, Laboratoire de RMN a haut champ, E-215 Pav.

Gaudry, Université de Montreal,)
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ANNEXE B - PROTOCOLE DE LA PREPARATION DU DEXTRANE-
KCOIL PAR CYCLOADDITION AZIDE-ALCYNE
Protocole adapté de Nielsen et al. (2010, Biomacromolecules) [117]. La verrerie et les quantités

de réactifs permettent de produire 50mg de Dextrane-AHA-Kcoil a partir de Dextrane-GPE 10%

(voir Protocole Annexe A).

Matériel :
- Dextrane-GPE lyophilise et stocké a 4°C
- Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine (THPTA)
- Sodium ascorbate (NaAsc)
- Sulfate de Cuivre (CuSO4)
- Eau MilliQ dégazéifiée

- Sonicateur (ou bain a ultrasons)

Protocole :

1. Réaction
Dans 17,5mL d’eau MQ, ajouter :

- 50mg de dextrane-GPE (concentration finale d’alcyne SmM)
- 8.65mg de Kcoil-AHA (0,125mM)

- 7.60mg de THPTA (1mM)

- 3,75 mg de CuSO4.5H20 (ImM)

Mettre au sonicateur jusqu’a ce que tout le dextrane soit dissous. Dégazer.

Ajouter 5,94 d’ascorbate de sodium (50mM) a la solution précédente. La couleur bleutée devrait

devenir legerement jaune.
Laisser incuber dans le noir, sous agitation a température ambiante pendant 48h.

Si au bout de 24h, la solution est redevenue bleutée, rajouter la méme quantité de NaAsc et

laisser réagir 24h supplémentaires.
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2. Purification

Filtrer avec un amicon 10k avec de ’EDTA 100Mm afin d’enlever toute trace de cuivre (4 fois

45min a 4500g, le filtrat doit étre parfaitement incolore), puis filtrer avec de 1’eau MQ (5x).

Lyophiliser et stocker sous forme de poudre ou aliquoter a -80°C.

3. Caractérisation
Faire un test de quantification des amines au TNBS (Absorbance 340nm, corrections a 630nm).
Attention : Ne pas ajouter de HCl en fin de réaction mais de 1I’eau MQ.

Courbe de calibration avec de la glycine (sans HCI) :
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Attention : Coefficient d’extinction molaire de I’amine de la glycine =13400M™*.cm™ et

coefficient d’extinction molaire de I’amine de la lysine =18780 M™.cm™. La pente est a corriger
avec le ratio.





