Conclusion

Nos travaux ont permis de découvrir
une famille de protéines qui sont impli-
quées directement dans I’étape ini-
tiale de la mécanotransduction [7], et
qui constituent des cibles importantes
dans I"exploration des fonctions affec-
tées par les stimulations mécaniques.
De futures études permettront d’adres-
ser plus précisément le réle des protéi-
nes Piezo dans ces organes. De plus,
I’expression de Piezo2 dans les neu-
rones sensoriels des GDR fait de cette
protéine potentiellement une cible de
choix pour traiter certains types de
douleurs mécaniques inflammatoires
ou chroniques. ¢

Feeling the pressure?

Identification of two proteins
activated by mechanical forces
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Force de traction a Pinterface
cellule-matrice extracellulaire
et destin des cellules souches
mésenchymateuses

Sidi A. Bencherif, Fabien Guillemot, Nathaniel Huebsch,

David A. €dwards, David ).

> Les cellules souches, cellules dotées des
capacités combinées d’autorenouvelle-
ment et de différenciation, sont I'objet
de toutes les attentions pour leurs appli-
cations en médecine régénératrice. Elles
seraient utilisées via des approches de
thérapie cellulaire ou d’ingénierie tissu-
laire pour remplacer ou réparer des tissus
ou organes endommagés par une lésion,
une maladie ou tout simplement le vieillis-
sement [1]. Parmi les cellules souches
adultes, les cellules souches mésenchyma-
teuses (CSM) ont démontré leur propriété
de multipotence, c’est-a-dire de se dif-
férencier en un certain nombre de cellules
spécialisées sous I"action d’inducteurs
solubles et/ou des facteurs biochimiques
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et biophysiques constituant leur micro-
environnement [2]. De ce fait, ces cellules
souches sont devenues, au cours des der-
nieres années, un modele cellulaire pas-
sionnant au cceur de nombreuses études
sur la régénération tissulaire. Identifier,
isoler et apprendre a utiliser des cellules
souches adultes pour la médecine régéné-
ratrice est ainsi devenu un enjeu majeur de
la recherche biomédicale [3, 4].

Contréle du devenir des CSM

par les propriétés mécaniques

du microenvironnement

en conditions 2D et 3D

La démonstration en 2006 par Engler et
al. [5] que les propriétés mécaniques des
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substrats sur lesquels reposent les cellules
souches pouvaient orienter la différenciation
de ces derniéres vers des lignages spécifi-
ques a ouvert la voie @ un nombre impor-
tant d’études portant sur les processus de
mécanotransduction au contact de matrices
extracellulaires artificielles. L'observation
principale de ce travail était I'importance de
la rigidité du substrat pour la spécification
des CSM vers un lignage ou un autre. Par
exemple, les CSM cultivées sur des substrats
mous se différenciaient vers un phénotype
myogénique alors que les CSM cultivées sur
des substrats rigides s’orientaient vers une
voie ostéogénique.

Parallélement, de nombreux travaux publiés
au cours de ces dix dernieres années ont
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Cellules souches

montré que le comportement des cellu-
les cultivées dans des conditions bi- ou
tridimensionnelles était différent. Cuc-
kierman et al. [6] ont ainsi identifié des
différences dans les complexes d’adhé-
sion cellulaire mis en jeu dans des envi-
ronnements 2D et 3D. Une autre obser-
vation est la modification des réponses
cellulaires a des facteurs de croissance
tres variées lors du passage d’un envi-
ronnement 2D a un environnement 3D
[2]. Il était donc logique de penser que
’impact des signaux mécaniques sur le
devenir des cellules souches encapsulées
dans un environnement 3D serait aussi
différent de celui qui se produirait dans
un environnement 2D.

Des travaux récents menés dans notre
laboratoire d’ingénierie cellulaire et tis-
sulaire a I"Université de Harvard ont
apporté un nouvel éclairage sur la possi-
bilité de contrdler le devenir des CSM via
les propriétés mécaniques d’un microen-
vironnement cellulaire artificiel 3D
(Figure 1) [7]. Nos travaux démon-
trent I'effet de la rigidité de la matrice
extracellulaire sur les liaisons entre les
ligands RGD (séquence Arg-Gly-Asp) et
les récepteurs intégrines, et, au-delaq,
sur I'orientation des processus de dif-
férenciation cellulaire. Afin d’étudier
la sensibilité des populations de CSM
vis-a-vis de la rigidité de leur microen-
vironnement 3D, des matrices extracel-
lulaires synthétiques composées d’hy-
drogels d’alginate modifiés par couplage
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covalent de séquences peptidiques Arg-
Gly-Asp (RGD) ont été synthétisées. Les
parameétres de préparation ont été variés
de fagon a contrdler a la fois le module
d’élasticité (€) - une mesure quanti-
tative de la rigidité de la matrice - et
la densité de ligands greffés (Figure 1).
Cette étude a révélé que la rigidité de la
matrice avait un effet significatif sur le
devenir des CSM, montrant une relation
biphasique entre la rigidité des matrices
et I’engagement ostéogénique, avec un
maximum d’efficacité a des valeurs € de
11-30 kilopascals (kPa) (Figure 2 A-C),
et un engagement adipogénique pour des
matrices plus molles (2,5-5kPa).

Les liaisons RGD-intégrines,

capteurs de la rigidité

des matrices extracellulaires
tributaires des forces de traction

Apres avoir établi le role de Iélasticité
de la matrice dans la régulation du phé-
notype des CSM cultivées en 3D, nous
nous sommes intéressés aux mécanismes
sous-jacents. Ceux-ci pouvaient faire
intervenir des variations, entre les dif-
férentes matrices synthétisées, dans la
concentration locale des petites molécu-
les (notamment les ions calcium utilisés
pour réticuler les matrices [Figure 1]),
dans la diffusion des morphogénes ou
leur accumulation au voisinage des cel-
lules, dans la morphologie cellulaire
et/ou nucléaire (comme on pouvait I’ob-
server dans les expériences faites sur des

Figure 1. Devenir et engagement des cellules sou-
ches. Ces événements sont régis par des interac-
tions moléculaires complexes et réciproques entre
les cellules et leur microenvironnement mettant
en jeu notamment les récepteurs membranaires
de type intégrines. Dans le cadre de cette étude,
les cellules souches mésenchymateuses de souris
ont été encapsulées dans des hydrogels de rigidité
différente et présentant différentes densités de
ligands peptidiques RGD. Le module d’élasticité
influence indirectement la réorganisation et I’agré-
gation de ces peptides sous I'action des forces
contractiles exercées par les cellules, ce qui a pour

conséquence d’influencer leur différenciation.

substrats 2D [5]), ou au niveau des ligisons
entre les intégrines et les ligands adhésifs
RGD greffés sur la matrice. Grace a l'utilisa-
tion d’un modele expérimental permettant
d’isoler les différentes variables, nous avons
notamment pu démontrer qu’a Iinstar des
cellules observées in vivo, les CSM présentent
une morphologie ronde et quasi-constante
quelle que soit la rigidité des gels d’algi-
nate fonctionnalisés dans lesquels elles sont
encapsulées, et nous avons pu identifier le
role des liaisons RGD-intégrines comme cap-
teurs de la rigidité de ces matrices.

Des premiéres analyses par ELISA et par
Férster resonance energy transfer (FRET)
ont montré que dans un environnement 3D,
les ligands RGD sont liés principalement
aux intégrines de type a5, et que I’évolu-
tion du nombre de liaisons RGD-récepteurs
ab par cellule en fonction de la rigidité de
la matrice suit aussi une relation bipha-
sique, avec un maximum observé pour une
rigidité de 22 kPa, en corrélation avec une
spécification de type ostéogénique. Cette
relation biphasique étant perdue lorsque
les cellules sont traitées avec un inhibiteur
de la myosine-ll, le role de la contractilité
cellulaire est alors apparu comme primordial
pour la maitrise des interactions entre pep-
tides et intégrines. De nouvelles observa-
tions réalisées par FRET (entre des peptides
RGD-FITC [fluoroscéine isothyocyanate] et
RGD-TAMRA [tétraméthyl-6-carboxyrho-
damine] attachés a différentes chaines
d’alginate [Figure 2D]) ont permis de mettre
en évidence que les cellules utilisent leurs



Figure 2. La configuration de la matrice 3D altére
le devenir des CSM. A-C. Coloration in situ mon-

trant ’expression de I"activité de la phosphase

b 15

alcaline (PAL) (Fast Blue, biomarqueur ostéo-
génique de couleur bleue) et "accumulation de
lipides neutres (0il Red 0, biomarqueur adipo-
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génique de couleur rouge) apres 1semaine en

R culture en présence de facteurs ostéogéniques

Nombre de liaisons CSM-RGD/
cellule (x 10)

Y‘Z.l:Pu 95 ;P.a. ‘ t1‘00 kPa et adipogéniques CSM encapsulées dans dif-
C o~ 7 férentes matrices polymeres. Ces dernieres
N "% ‘ ° étaient modifiées par des greffes de la séquence
g g‘ :" ‘: peptidique RGD (754 M) en concentration §
- e constante, et présentant différentes rigidités ©
1,5 kPa 21 kPa 160 kPa (différentes valeurs de kPa) : alginate-RGD (h), g
=

agarose-RGD (B) ou poly (éthylene glycol diméthacrylate)-RGD (C). D. Vue en 3D de Nb (mesure du nombre de liaisons CSM-RGD par cellule obtenue a

partir de la technique FRET) en fonction du module d’élasticité (€) et de Npgp/cellule (qui refléte la densité en RGD). Les résultats indiquent qu’un nom-

bre important de cellules de la population naive des CSM encapsulées dans des matrices de rigidité avoisinant 11-30 kPa produisent, indépendamment

de la nature de la matrice polymere, de la phosphatase alcaline (PAL) et de I'ostéocalcine (OCN), deux marqueurs indicatifs de I'ostéogenése. De plus,

la relation biphasique entre Nb et la rigidité a été maintenue lorsque € a été modifiée, suggérant que le nombre de points d’attachement RGD-cellules

est aussi un paramétre important corrélé & la spécification ostéogénique (reproduit de la ref [7] avec la permission des auteurs).

forces contractiles pour réorganiser les
ligands RGD sous la forme de clusters.
Cette réorganisation de la matrice est
maximale pour des matrices de rigidité
intermédiaire (22 kPa), ce qui suggére
que pour des matrices trés compliantes,
les cellules ne peuvent pas assembler
les complexes d’adhésion nécessaires
pour exercer les forces de traction alors
qu'a I’inverse, dans le cas des matrices
rigides, ces forces sont insuffisantes.

€n conclusion

Ces résultats démontrent donc que la
configuration mécanique et biochimique
de la matrice extracellulaire joue un rdle
important dans le devenir des cellules
souches mésenchymateuses. Une rigidité
intermédiaire de matrice extracellu-
laire autorise les cellules a utiliser les
forces de traction mécanique afin de
réorganiser et regrouper les peptides
disponibles dans leur microenvironne-
ment. Aussi, alors que les cellules sont
capables de manipuler et de traiter les
signaux dans I’environnement péricel-
lulaire, I’environnement local exerce a
son tour une influence sur leur compor-
tement. La rigidité de la matrice extra-
cellulaire influence ainsi le processus de
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réorganisation des ligands d’adhésion
a I’échelle nanoscopique, et en consé-
quence, les interactions ligands-inté-
grines. Ces derniéres sont tributaires des
forces de traction cellulaire et corrélées
avec I’engagement des populations de
CSM vers des lignages ostéogéniques. Par
ailleurs, alors que ces résultats sugge-
rent que la configuration 3D (rigidité,
présentation des ligands adhésifs) de
la matrice extracellulaire joue un role
primordial dans le devenir des cellules
souches, celui-ci ne semble pas cor-
rélé a une morphologie particuliére, a
I’inverse de ce qui se passe dans une
configuration 2D.

Ces études démontrent que les rela-
tions entre le devenir des CSM et les
propriétés mécaniques et biochimiques
du microenvironnement cellulaire sont
complexes. |l est donc nécessaire de
poursuivre I’analyse du contréle de la
différenciation des CSM au contact de
matrices extracellulaires artificiel-
les, sachant que la malléabilité de ces
derniéres peut s’avérer €tre un outil
extrémement puissant pour obtenir des
lignées cellulaires spécialisées et pour
le développement clinique des stratégies
de médecine régénératrice. ¢

Cell-traction mediated configuration
of the cell/extracellular-matrix

interface plays a key role
in stem cell fate
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