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Résumé :

Les réactions biochimiques sont généralement étudiées dans des conditions diluées, avec des concentrations macromoléculaires
bien inférieures a celles que I'on trouve habituellement dans les milieux vivants. La matrice extracellulaire (MEC) offre un
environnement encombré pour de nombreux processus biochimiques, notamment pour les réactions de remodelage enzymatique.
Cette thése s'inscrit dans le cadre de X-CROWD, un projet de quatre ans financé par I'ANR, qui étudie I'impact de I'encombrement
macromoléculaire sur I'activité enzymatique au sein de la MEC, en utilisant des polymeres en solution pour imiter les conditions
d'encombrement de fagon contrélée. Le dextrane, un polysaccharide ramifié, sert donc d’agent d'encombrement. Des expériences
rhéologiques et d'autodiffusion révelent que les solutions de dextrane présentent des propriétés invariantes d'échelle, régies par le
degré de polymérisation et de ramification. D'autres quantités, telles que la diffusivité des molécules d'eau, ne montrent aucune
dépendance a la taille du dextrane. La modélisation des polymeres en tant qu'agents d'encombrement nécessite de tenir compte de
leur complexité et met en garde contre l'utilisation imprudente de modeéles de sphéres dures. Enfin, I'impact de I'encombrement
induit par le dextrane sur les réactions enzymatiques est analysé a l'aide d’expériences de fluorescence. A cette fin, une théorie de
I'émission fluorescente a partir de mélanges complexes non idéaux est développée. Cela nous permet de suivre les réactions
impliquant des enzymes clés de la MEC a des concentrations élevées pendant de longues périodes, dans le but d'atteindre I'état
asymptotique. Il a été constaté que la présence de dextrane augmente la dégradation d'un peptide par |'élastase, de sorte que la
constante d'équilibre de la réaction satisfait aux mémes propriétés d'échelle que celles présentées par les coefficients de transport
du dextrane. Le résultat suggere que la taille et la topologie des polymeéres peuvent étre utilisées comme parametres ajustables pour
rationaliser les effets d'encombrement, en distinguant ceux qui se produisent a I'échelle macromoléculaire de ceux qui proviennent
des interactions solvant-monomere. Cependant, I'étude de I'activité d'une métalloprotéase matricielle dans les mémes conditions
d'encombrement ne révele pas le méme comportement. L'interprétation systématique des effets d'encombrement nécessite de
considerer les détails du mécanisme enzymatique. Cette these contribue a la recherche sur I’'encombrement macromoléculaire et
sur les propriétés des solutions biologiques complexes, par le développement de protocoles spectrophotométriques fiables pour les
essais cinétiques enzymatiques en conditions encombrées, ainsi que par I'observation que taille et topologie des polymeres peuvent
aider a rationaliser les effets de I'encombrement.



